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Lipidi in cirkadiana ura: izsledki na humanih celičnih linijah U2OS in Huh7 
Povzetek 
Življenje na zemlji je prilagojeno rotacijam našega planeta in njegovim 24-urnim ciklom 
izmenjevanja dneva in noči. To pomeni, da 24-urni cikel, ki je potreben, da se zemlja 
zavrti okoli svoje osi, določa delovanje in vedenje vseh organizmov na planetu. 
Prilagajanje ritmu zemlje živemu svetu omogoča notranja biološka ura, ki jo imenujemo 
cirkadiana ura. Gre za biokemijski oscilator, ki deluje v približno 24 ur trajajočih ciklih 
in je vezan na solarni čas.  
Človeško telo je kompleksen sistem, v katerem imajo različni organi natančno določene 
vloge, zato njihove celice izražajo različne gene, ki odgovarjajo na potrebe organizma. 
Izražanje perifernih cirkadianih genov vodi glavna ura, ta pa ni edina, ki lahko vpliva na 
izražanje v različnih tkivih. Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, kako prisotnost 
holesterola in lipoproteinov HDL in LDL vpliva na izražanje izbranih genov cirkadiane 
ure in na metabolizem v izbranih humanih celičnih linijah. Izražanje genov smo spremljali 
z metodo RT-qPCR, pa tudi s spremljanjem izražanja luminiscenčnega reporterja v 
stabilno transficiranih celicah z uporabo aparature LumiCycle. S testom AlamarBlue smo 
spremljali tudi, kako lipidi in holesterol vplivajo na metabolično aktivnost celic. 
Ugotovili smo, da HDL nima bistvenega vpliva niti na metabolizem, niti na izražanje 
genov cirkadiane ure. Na drugi strani sta LDL in holesterol povzročila večje spremembe. 
LDL sicer ni močno vplival na metabolizem, je pa zmanjšal izražanje vseh cirkadianih 
genov, ki smo jih izmerili. Enako smo pokazali tudi pri holesterolu, ki je hkrati tudi 
pospešil metabolizem celic. Ugotovili smo tudi, da se vplivi obremenitev z lipidi 
razlikujejo pri različnih celičnih linijah, kar nakazuje, da je cirkadiano izražanje genov 
tkivno specifično. 
Naši rezultati kažejo, da je lipidni metabolizem tesno povezan s cirkadiano uro. To 
pomeni, da sodobni življenjski slog, ki vpliva tako na lipidni metabolizem, kot tudi na 
cirkadiano uro, lahko predstavlja velik zdravstveni problem. 
Ključne besede: cirkadiana ura, izražanje genov, lipidi in holesterol, transfekcija, 
metabolična aktivnost. 
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Lipids and circadian clock: findings on human cell lines U2OS and Huh7 
Abstract 
Life on Earth is adapted to the rotation of our planet and its 24 h light-dark cycles. This 
means that the 24 h cycle which is needed for one spin of the Earth determines functioning 
and behaviour of all organisms. Adapting to the Earth's rhythm is enabled by an internal 
biological clock, also known as the circadian clock. It is a biochemical oscillator, which 
acts in approximately 24 h cycles and depends on solar time. 
The human body is a complex system made of different organs with specific tasks, which 
means that they are expressing different genes, answering to specific body needs. 
Expressing of peripheral circadian genes is dictated by the core clock, but there are also 
other factors that can influence the expression of genes in different tissues as well. This 
masters degree research aimed to find out how cholesterol and lipoproteins HDL and LDL 
affect the expression of a set of circadian genes and metabolism in two selected human 
cell lines. Gene expression was measured with the RT-qPCR method and also by 
measuring the expression of luminescent reporter in stably transfected cells with the 
LumiCycle method. With the AlamarBlue test, we also measured how lipids and 
cholesterol affect the metabolic activity of the cells. 
We showed that HDL only marginally affects metabolism or circadian gene expression. 
On the other hand, LDL and cholesterol do have a major impact. LDL did not influence 
metabolism much but did cause a strong reduction of circadian gene expression of all 
selected circadian genes. We showed the same for cholesterol, which additionally 
strongly accelerated cell metabolism. We also showed that the effects of lipid load differ 
in different cell lines, which shows that circadian gene expression is tissue-specific. 
Our results show a tight connection between lipid metabolism and the circadian clock. 
This means that modern lifestyle which affects lipid metabolism and the circadian clock 
could become a major health issue. 
 
Keywords: circadian clock, gene expression, lipids and cholesterol, transfection, 
metabolic activity.  
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1 Uvod 
Pred več kot 6000 leti so Babilonci prvič v zgodovini človeštva pričeli z analognimi 
meritvami časa, izumili so sončno uro. Gotovo lahko rečemo, da gre za enega večjih 
prebojev človeške rase, saj je ura popolnoma spremenila naš pogled na čas. Kaj pa 
ljudstva pred njimi, ali je človek res odvisen od kazalcev, ki kažejo minute dneva? Kaj 
določa vedenje ostalih živali, rastlin in preprostejših organizmov? Ali naš čas določa le 
dnevna svetloba in rotacije zemlje? In kako v tem primeru čas merijo organizmi, ki živijo 
v popolni temi? 
Življenje na zemlji je prilagojeno rotaciji našega planeta. To pomeni, da 24-urni cikel, ki 
je potreben, da se zemlja zavrti okoli svoje osi, določa delovanje in vedenje vseh živih 
organizmov na planetu. Prilagajanje ritmu zemlje živemu svetu omogoča notranja 
biološka ura, ki deluje sinhrono z njegovim ritmom. Ker en njen cikel traja približno 24 
ur, jo imenujemo cirkadiana ura (circa, lat. približno; diem, lat. dan, torej gre za uro, ki 
traja približno en dan). Strogo gledano sicer ločimo dnevne in cirkadiane ure oziroma 
ritme, saj mora cirkadian ritem ustrezati še nekaterim dodatnim pogojem.1 Poimenovanje 
je leta 1959 predlagal ameriški kronobiolog romunskega rodu, Franz Halberg.2, 3 
Raziskovanje na področju tako kompleksnih mehanizmov kot je cirkadiana ura, je izredno 
zahtevno, zato je bil v preteklosti napredek relativno počasen. Prva opažanja ritmičnega 
24-urnega ponavljanja dogodkov so opazili pomorščaki antične Makedonije, ki so 
opazovali zanimivo dnevno gibanje listov tamarinde, drevesa iz družine metuljnic, ki 
zjutraj liste razpre za 180°, zvečer jih zopet zapre, proces pa dnevno ponavlja.4 
Poznavanje procesov cirkadianosti dolgo ni napredovalo dlje od opažanj pojavov v 
naravi, izjema so bili Kitajci, ki so v medicinskih tekstih iz trinajstega stoletja zapisali 
svoja opažanja o cirkadianih ritmih pri človeku.5  
Napredek na področju poznavanja cirkadiane ure in drugih procesov je povzročil šele 
izreden razcvet na področju biologije, ki je omogočil vpogled v kompleksen svet 
bioloških procesov. Predvsem se gre zahvaliti najrazličnejšim –omikam, ki so se pričele 
razvijati v ob koncu dvajsetega stoletja. Te namreč omogočajo natančno raziskovanje 
posameznih elementov živega sveta in izredno interdisciplinarno povezovanje, kar 
dopušča raziskovanje procesov na molekulskem in višjih nivojih. Na področju 
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raziskovanja cirkadiane ure je v ospredju genomika s svojimi tehnologijami, kot so 
cDNA-knjižnice in protein-vezavne mikromreže. Pogosto se srečamo tudi s proteomiko 
in metabolomiko ter njunimi pristopi.6  
Ves napredek, ki ga je prineslo enaindvajseto stoletje, je torej povzročil preboj pri 
poznavanju cirkadiane ure in njenih elementov. Tako so leta 2017 Jeffrey C. Hall, 
Michael Rosbash in Michael W. Young za svoja odkritja na področju mehanizmov, ki 
nadzirajo cirkadiano uro, prejeli Nobelovo nagrado za fiziologijo in medicino, kar je v 
svetu sprožilo še večje zanimanje za to področje.7 Vedno natančnejše poznavanje ozadja 
delovanja cirkadiane ure pa nam omogoča povezavo cirkadiane ure z raznovrstnimi 
fiziološkimi in patološkimi stanji pri človeku.  
1.1 Cirkadiana ura in cirkadiani ritem 
Cirkadiana ura je biokemijski oscilator, ki tvori približno 24 ur trajajoče cikle in je vezan 
na solarni čas. Cirkadiano obnašanje najdemo v preprostih organizmih, kot so 
cianobakterije in glive, pa tudi v kompleksnih, kot so rastline in živali, prisotno je tudi pri 
človeku.8 
Vedo, ki se ukvarja s cirkadiano uro in njenimi ritmi, imenujemo kronobiologija. Ta sicer 
vključuje najrazličnejše fenomene, ki v živem svetu izkazujejo različne oblike cikličnosti 
in lahko nihajo v skladu z dnevom, tednom, plimo, letnimi časi ali celo daljšimi obdobji.1 
Tako ločimo infradiane ritme, ki izkazujejo interval, daljši od 24 ur, na primer selitve 
ptic.9 Ultradiani ritmi so krajši od enega dne, primer takega nihanja je izražanje rastnega 
hormona10, ki se ponavlja v ciklih treh ur. Poznamo pa tudi bistveno krajše cikle, na 
primer srčne cikle, ki trajajo le delček sekunde.11 
Leta 2004 je izšla knjiga z naslovom Kronobiologija12, v kateri je avtor poglavja 
Poglavitne lastnosti cirkadianih ritmov, Carl Hirschie Johnson, zapisal tri kriterije, ki so 
potrebni, da ritem lahko uvrstimo med cirkadiane ritme. Ti kriteriji so: 
- ritem ima endogeno periodo, ki traja približno 24 ur in je konstantna ter neodvisna 
od zunanjih dražljajev, 
- ritem je prilagodljiv in se lahko ponastavi tako, da se odzove na zunanje dražljaje, 
ki jih imenujemo »zeitgeber« (Zeit, nem. - čas, geben, nem. - dajati), ritem se 
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prilagodi na lokalni čas, kot posledica sprememb podnebja, svetlobe in redoks 
ciklov,13 
- ritem je temperaturno neodvisen, kar pomeni, da ohranja cirkadianost v širokem 
spektru fizioloških temperatur (medtem ko se kinetika in ostali molekulski procesi 
lahko spremenijo, se cirkadiani ritem ne sme).14 
V splošnem gre torej za biološko uro, ki deluje kot neke vrste števec dogodkov, na primer 
svetlo-temnih ciklov, delitev celice in podobno, lahko pa spremlja točno določen signal, 
kot je prisotnost neke molekule ali hormona. Sistem mora biti zgrajen tako, da se po 
določenem številu dogodkov ali signalov natančno določeno odzove.15 
1.2 Anatomska struktura humane cirkadiane ure 
Cirkadiana ura je sestavljena iz dveh glavnih komponent, centralne ure in več perifernih 
ur, ki so prisotne v vseh telesnih tkivih.16 Pravzaprav gre za kompleksen hierarhičen 
sistem cirkadianih oscilatorjev tj. perifernih ur, ki jih usmerja nadzorno superkiazmatično 
jedro (SCN, angl. superchiasmatic nucleus), ki je središče centralne ure in se nahaja v 
hipotalamusnem predelu možganov.16, 17 
SCN se na okoljske pogoje (predvsem svetlobne) prilagaja preko retinohipotalamičnega 
trakta in sicer tako, da svetloba, ki pada na očesno mrežnico, sproži električne signale, ki 
stečejo preko retinalnega hipotalamičnega trakta, v SCN pa se pretvorijo v kemične 
dražljaje. Na periferne cirkadiane ure SCN vpliva preko raznih hormonskih dejavnikov 
in simpatika, lahko pa tudi prek fizioloških sprememb, kot je sprememba telesne 
temperature.18, 16 Poleg svetlobe nanj vplivajo tudi ritmi hranjenja, spanja in drugi (slika 
1).16  
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Slika 1: Anatomska struktura humane cirkadiane ure. Slika prikazuje različne faktorje, ki 
lahko vplivajo na delovanje perifernih cirkadianih ur. Poleg SCN so to različni notranji in 
zunanji dejavniki.19 
 
SCN pa ni edini del možganov, ki izkazuje ritmičnost. Cirkadianost lahko opazimo tudi 
v izražanju genov talamičnega jedra, amigdali, olfaktornem bulbusu in hipokampusu.20,21 
V splošnem kar 10 % vseh človeških genov, ki so jih analizirali, kaže cirkadiane vzorce 
izražanja.22 
1.3 Cirkadiana ura na molekulski ravni 
Na molekulski ravni je cirkadiana ura transkripcijsko-translacijska oscilirajoča zanka 
(TTO-zanka, tudi primarna regulatorna zanka). Je molekulski mehanizem, ki poteka v 
posamezni celici, vendar je organiziran na ravni organizma. V najbolj splošnem pogledu 
cirkadiano uro vodita dva proteina glavne cirkadiane ure, to sta BMAL1 (tudi ARNTL) 
in CLOCK. Ta proteina sprožita prepisovanje genov periode PER in genov kriptokroma 
CRY. Proteini PER in CRY se nalagajo v celici in so uravnavani z negativno povratno 
zanko, to pomeni, da se v trenutku, ko je proteinov dovolj, njihovo prepisovanje in 
prevajanje ustavi. BMAL1 je uravnavan preko več jedrnih receptorjev, in sicer proteinov 
ROR (α, β in γ) ter proteinov REVERB (α in β). Poleg transkripicijskega uravnavanja je 
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pomembno tudi translacijsko uravnavanje izražanja.23 Pokazali so celo, da na regulacijo 
cirkadiane ure vplivajo tudi potranslacijske modifikacije.16 Shemo izražanja cirkadianih 
genov v primarni regulatorni zanki prikazuje slika 2.  
 
 
Slika 2: Shematski prikaz izražanja cirkadianih genov v primarni regulatorni zanki.  
 
Prvi odkriti gen cirkadiane ure je bil gen CLOCK, ki zapisuje istoimenski protein. 
CLOCK je histon acetiltransferaza, ki s svojim delovanjem uravnava dostopnost 
kromatina za prepisovanje.24 Cirkadiana proteina primarne povratne zanke CLOCK in 
BMAL1 morata dimerizirati, da nastane heterodimer, ki se lahko veže na promotorje 
tarčnih genov (vežeta se na E-škatlo odzivnih elementov tarčnih genov). Vezava sproži 
prepisovanje dveh glavnih skupin genov TTO-zanke, in sicer gene, ki kodirajo proteine 
PER in CRY. Ob interakciji teh proteinov pride do njihove translokacije v jedro in 
inhibicije delovanja proteinov CLOCK in BMAL1. Gre torej za negativno povratno 
zanko. Na aktivnost zanke vplivajo tudi albumin vezavni proteini.22 
Sekundarna regulatorna zanka se sproži, ko heterodimeri CLOCK:BMAL1 aktivirajo 
retinojski kislini soroden retinoidni jedrni receptor REVERBα. Slednji tekmuje z RORα 
za vezavo na odzivne elemente za retinojski kislini sorodnei receptor (RORE-i). Pri tem 
ROR aktivira, REVERβ pa zavira prepisovanje gena BMAL1.16, 22 Proteini PER in CRY 
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so tudi inhibitorji prepisovanja lastnih genov, saj se heterodimeri PER:CRY translocirajo 
nazaj v jedro in ustavijo lastno prepisovanje po principu negativne povratne zanke.16, 22 
PER in CRY sicer lahko interagirata tudi neodvisno od proteinov CLOCK, vendar je tudi 
ta interakcija časovno odvisna. 
Raziskave na mišjih jetrih so pokazale zanimiv podatek, da si Reverbα in Reverbβ v 
genomu delita kar 50 % vezavnih mest, ki se hkrati delno prekrivajo tudi z vezavnimi 
mesti Bmal1 (homologa Reverbβ sicer inhibirata prepisovanje gena Bmal1).25 
Pokazali so, da na izražanje genov Bmal1 in Reverbα vpliva izražanje gena Clock, ne 
glede na izmenjavo svetlobe in teme (tudi v stalni temi), miši z izbitim genom Clock pa 
niso izkazovale nobenega nihanja v koncentraciji mRNA Bmal1, Cry1 in Per2.26 
1.4 Periferna cirkadiana ura 
Kar 10 % vseh genov v človeških tkivih se izraža cirkadiano. Ta pojav uravnavajo 
periferne cirkadiane ure, ki najpogosteje enkrat dnevno sprožijo izrazito povečano 
izražanje določenih genov. Periferne ure so izrazito tkivno specifične, saj so mRNA, ki 
se cirkadiano izražajo na primer v jetrih, srcu, prečno progastih mišicah in SCN, enake le 
v enem do treh odstotkov. Nekateri geni periferne cirkadiane ure so enaki genom 
centralne ure, na primer REVERBα in transkripcijski faktor DBP, vendar pri periferni uri 
opazimo tudi bistveno večji vpliv aminokislinskega in glukoznega metabolizma ter 
signalizacijo preko receptorjev, sklopljenih z G-proteini (v srčni mišici), ki pri glavni 
cirkadiani uri nimajo bistvenega vpliva. Pravzaprav se je že dlje časa pojavljalo vprašanje, 
kako lahko cirkadiane ure, ki temeljijo na isti molekulski zgradbi, vplivajo na tako 
različne gene in na toliko različnih načinov. Ugotovili so, da v fazi prepisovanja na 
izražanje genov vplivajo tkivnospecifični koregulatorji, kar je eden od vzrokov za razlike 
v izražanju.27 
Znanstveniki s Cambridgea so že leta 2006 ugotovili, da uravnavanje na prepisovalni 
ravni ni pravi odgovor na vprašanje izvora kompleksnosti izražanja cirkadianih genov v 
jetrih. S kvantitativno PCR v realnem času (RT-qPCR) so pokazali, da več kot 20 % vseh 
vodotopnih jetrnih proteinov izkazuje izrazita cirkadiana nihanja, pri čemer pri več kot 
polovici teh proteinov ne opazimo bistvenih nihanj v koncentraciji mRNA. Zaključili so, 
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da na cirkadiani proteom vplivajo razne metabolične poti, ki potekajo v jetrih, med 
drugim tudi cikel uree in sladkorni metabolizem.28 Dokazano je bilo tudi, da so nekateri 
proteini cirkadiane ure alternativno potranslacijsko modificirani, kar je prav tako razlog 
za raznolikost.29 Na periferne ure delujejo tudi nevroendokrini dejavniki, predvsem 
melatonin in glukokortikoidi, saj močno vplivajo na delovanje cirkadiane ure v različnih 
tkivih.30 Obstaja torej več načinov sekundarne regulacije izražanja cirkadianih genov, 
vendar je velik del tega področja zaenkrat neznan. 
 Cirkadiana ura jeter 
Ena od izbranih celičnih linij, na katerih smo raziskovali, je bila Huh7. Gre za celično 
linijo, izolirano iz jeter, ki so glavni presnovni organ v človeškem telesu. Ritem našega 
življenja narekuje aktivnost jeter, torej so jetra v različnih delih dneva različno aktivna, 
tako da sta presnova in poraba energije optimalni. Procesi v jetrih so zato uravnavani v 
dnevnih ritmih, ki jih diktira bodisi interna ura, bodisi prehrana, oziroma pravilneje njun 
preplet.31 
Cirkadiano so uravnavani številni procesi, med drugim izražanje glukoznih transporterjev 
in  glukagonskih  receptorjev, pa  tudi lipidni metabolizem,  na primer  encimi  glicerol 
3-fosfatne poti in izražanje encima HMG-CoA reduktaze (protein biosinteze holesterola, 
3-hidroksi-3metil-glutaril-koencim A redukataza). 32  
Tudi pri jetrih velja omeniti to, da konstantno prepisovanje določenega gena še ne pomeni 
konstantnega izražanja proteina, kar nakazuje na pomen potranskripcijskih mehanizmov 
v kontroli izražanja.33 Raziskave namreč predvidevajo, da se cirkadiano izraža kar 20 % 
vseh vodotopnih jetrnih proteinov, pri čemer jih več kot polovica ne niha na ravni 
mRNA.28  
V jetrih potekata prevzem, presnova in sinteza lipoproteinov, potekata pa tudi oksidacija 
in de novo sinteza maščobnih kislin. Hkrati so jetra glavno mesto sinteze in presnove 
holesterola do žolčnih kislin. Kot rečeno igra cirkadiana ura zelo pomembno vlogo v 
regulaciji jetrnega lipidnega metabolizma, hkrati pa je bilo dokazano tudi obratno 
razmerje – lipidi so regulatorji cirkadiane ure (to je bilo med drugim dokazano na linijah 
z izbitim genom CLOCK).34 Poskus, v katerem so miši namesto podnevi hranili ponoči 
je pokazal, da taka sprememba povzroči premik faze cirkadianih ritmov, raven jetrnih 
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trigliceridov je upadla za kar 50 %, kljub temu da se kalorični vnos ni spreminjal.32 Tako 
hranjenje sicer imenujemo omejeno hranjenje in lahko povzroči zamik faze za kar 12 ur.35 
Motnje v lipidnem metabolizmu povzročajo tudi spremembe v izražanju genov CLOCK 
in PER2.28 
Pomemben produkt jeter je tudi holesterol. Njegova količina v jetrih tekom dneva niha, 
kar je deloma posledica vnosa s hrano, bistveno večji pa je prispevek cirkadianega 
izražanja encima HMG-CoA-reduktaze, ki je omejujoč encim biosinteze holesterola. 
Cirkadiani protein, ki je vključen v to sintezno pot, je REVERBα.36 
 Cirkadiana ura kosti 
Cirkadiana ura celic, ki gradijo kosti, je nekoliko slabše raziskana, oziroma je cirkadiana 
ura v teh celicah manj izrazita, vendar vemo, da so cirkadiani geni prisotni tudi v kosteh 
in da je njihova aktivnost pomembna za pravilno delovanje kostnega tkiva. Oscilacije so 
med drugim v kosteh in vivo zaznali pri genih BMAL1, PER1 in CLOCK.37, 38 
Cirkadiani ritem vpliva na preoblikovanje kosti. Pri miših zmanjšano izražanje proteina 
Bmal1 vodi do nizke kostne mase že ob rojstvu, tekom življenja pa se stanje 
poslabšuje.39,40 Zmanjšanje kostne mase je med drugim posledica pospešene kostne 
reabsorpcije.38 Poleg izgube kostne mase pride tudi pospešenega staranja kosti 
(zmanjšana osteogeneza in povečana adipogeneza) in tvorbe kostnih mostičkov med 
metafizo in epifizo.41 Mostički povzročijo upočasnjeno rast dolgih kosti, manj je tako 
aktivnih osteoblastov kot tudi osteocitov.40 Če so gen Bmal1 izbili samo iz osteoklastov, 
se je pojavil fenotip miši z visoko gostoto kosti, saj je bila stopnja diferenciacije 
osteoklastov nižja.42 Tudi miši z mutacijami v genu Clock izkazujejo zmanjšano gostoto 
kosti in povečano apoptozo kostnih celic.37 Pri staranju kostnih mezenhimskih matičnih 
celic ima pomembno vlogo tudi gen Reverbα, ki zavira osteogenezo in proliferacijo.41  
Raziskave potekajo tudi na rakastih celičnih linijah. Z reagentom Lipofectamine 2000 so 
v celice MG63 (humana osteosarkomska celična linija) vnesli plazmid, ki je celicam 
omogočal prekomerno izražanje gena PER2, kar je v tumorskih celicah povzročilo 
zmanjšanje viabilnosti, proliferacije in invazivnosti. Ta rezultat bi lahko pomagal pri 
razvoju uspešnejših pristopov zdravljenja osteosarkoma.43 Z uporabo interference s 
kratko lasnično RNA so pokazali tudi, da utišanje gena CRY1 pospeši proliferacijo in 
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migracijo osteosarkomskih celic, hkrati pa je prišlo do povečanega izražanja drugih 
cirkadianih genov in sicer CRY2, PER1, PER2, PER3, BMAL1 in CLOCK na ravni 
mRNA.44 Na drugi strani je izbitje gena CRY2 povzročilo pospešeno proliferacijo in 
migracijo celic HOS (prav tako humana osteosarkomska celična linija), preko podaljšanja 
faze S in skrajšanja faze G1 celičnega cikla. Izbitje gena CRY2 je močno povečalo 
prisotnost mRNA cirkadianih genov CRY1, PER1, PER2, BMAL1 in CLOCK.45 Ugotovili 
so še, da sta proteina RORα in BMAL1 vključena v zaviranje rasti tumorjev46 ter da izbitje 
gena PER2 povzroči močno pospešeno proliferacijo in migracijo celic HOS, hkrati pa 
celice ščiti pred apoptozo.47  
1.5 Cirkadiana ura v povezavi s patološkimi stanji pri človeku 
Znano je, da lahko genetska ali okoljska motnja cirkadianega ritma povzročita 
metabolične bolezni ali druga patološka stanja, med drugim kardiovaskularne bolezni, 
rakasta obolenja in metabolične sindrome, pospeši se tudi staranje. Velik problem v 
sodobnem svetu predstavlja življenje, ki je v neskladju z naravno cirkadiano uro, kot je 
na primer izmensko delo, predvsem nočno delo in nočno hranjenje. Raziskave namreč 
kažejo, da spremembe v energijskem metabolizmu oziroma hranjenju in motnje v 
spalnem ritmu lahko vodijo do razvoja diabetesa in drugih bolezni, povezanih z 
metabolizmom.31 Pri miših in človeku naj bi cirkadiano osciliralo približno 25 % vseh 
metabolitov.16 Pokazali so tudi, da hranjenje povzroči sinhronizacijo perifernih 
cirkadianih ur v jetrih, srcu, trebušni slinavki in ledvicah, kar jim omogoča kompleks 
CLOCK:BMAL1.48 
Za nekatera bolezenska stanja so ugotovili, da je pomembno, kdaj jih zdravimo (v katerem 
delu dneva). Seveda to pomeni, da se metabolizem zdravil tekom dneva spreminja, kar 
ponovno dokazuje velik pomen cirkadiane ure v organizmu. Kronoterapija je način 
zdravljenja, pri katerem je pomembno, kdaj pacientu odmerimo dozo zdravila. To so na 
primer opazili pri zdravljenju astme s teofilinom in agonisti β2-adrenergičnih receptorjev. 
Zdravili se namreč metabolizirata preko citokromov P450, ki se izražajo cirkadiano 
(dokazano pri miših). Podobne časovne odvisnosti so pokazali tudi pri zdravljenju 
želodčnih razjed, raka in revmatoidnega artritisa, pa tudi pri pojavnosti kapi in drugih 
kardiovaskularnih bolezni.49 
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Predvsem izbitje ali mutacije v genu CLOCK povzročajo razvoj raznih bolezenskih stanj, 
kot so motnje ritma hranjenja, debelost, metabolični sindrom (hiperleptinemija, 
hiperlipidemija, jetrna steatoza, hiperglikemija, pomanjkanje inzulina). Poveča se tudi 
izražanje hipotalamičnih peptidov, ki so povezani z energijskim ravnotežjem.50 
 Debelost 
Debelost so najprej povezali z mutacijo v genu Clock (mutacija Δ19), saj so take miši 
obolele za metaboličnim sindromom, debelostjo in hiperlipidemijo. Prav tako se poveča 
teža mišim z mutacijami v zapisih za gen Per3. Težave z debelostjo in spalnimi vzorci v 
povezavi s SNP-ji v genu CLOCK so opazili tudi pri ljudeh.16  
Več raziskav je pokazalo, da vnos enake količine kalorij v različnih delih 24-urnega 
obdobja različno vpliva na pridobivanje teže, adipogenezo in kopičenje holesterola. Pri 
miših, ki so bile hranjene le v delu 24-urnega cikla, so se ti procesi upočasnili, medtem 
ko so se parametri poslabšali pri miši, ki so imele hrano na voljo ves čas. Povečale so se 
tudi poraba kisika (ki je vezana na metabolično aktivnost), prisotnost leptina in 
občutljivost na inzulin.51,52 Ti podatki so zaskrbljujoči predvsem za izmenske delavce 
(predvsem tiste, ki delajo ponoči), pri katerih bi se lahko pojavljale podobne težave, 
povezane z metaboličnim sindromom. Tudi izbitje gena Reverbα povzroči motnje v 
lipidnem, maščobno-kislinskem in glukoznem metabolizmu, ki povečujejo tveganje za 
razvoj debelosti.53 
 Diabetes 
Miši z izbitima genoma Bmal1 in Clock so diabetične in jim primanjkuje inzulina. 
Podobno so potrdili tudi pri človeku, saj so Grkinje z dvema SNP-jema v genu BMAL1 
pogosteje obolele za diabetesom mellitusom. Prav tako so ugotovili, da se geni PER2, 
PER3 in CRY2 pri ljudeh z diabetesom tipa 2 izražajo šibkeje. Za uravnavanje inzulina je 
sicer izrednega pomena tudi SCN, saj njegova kirurška odstranitev povzroči popolno 
izgubo cirkadianega ritma prevzema glukoze in občutljivosti na inzulin, ki sta običajno 
prisotna. Prav tako motnje v cirkadianosti obeh mehanizmov povzroči stalna 
izpostavljenost svetlobi. Zelo pomembna pri vzdrževanju ravni glukoze v krvi sta tudi 
proteina CRY1 in CRY2.16 
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 Metabolični sindrom 
Moderni svet ljudem omogoča življenje, ki ni podobno prvobitnemu. Nočno delo, nočno 
hranjenje, potovanje v različne časovne pasove, stres in pomanjkanje spanja motijo 
cirkadiani ritem, kombinacija pa lahko vodi v motnje metabolizma, ki jim pravimo tudi 
metabolični sindrom. 
Pomanjkanje spanja vodi v povečano izločanje leptina; posledica je povečana 
lipidogeneza in povečana potreba po hrani, kar vodi v razvoj debelosti. Pomanjkanje 
spanja vodi tudi v spremenjen glukozni metabolizem in spremembe v občutljivosti na 
inzulin. Podoben učinek ima nočno delo, saj se verjetnost za pojav metaboličnega 
sindroma povečuje premosorazmerno s številom let nočnega dela. Podobne, le da blažje 
in kratkotrajnejše, učinke ima tudi vpliv »jet lag-a«.54 
Na periferne cirkadiane oscilatorje vpliva tudi vzorec hranjenja. Nočno hranjenje namreč 
vodi v kronično stresno stanje, imenovano sindrom nočnega hranjenja, ki lahko povzroči 
nihanja v razpoloženju in nespečnost. V plazmi se poveča koncentracija glukoze in 
inzulina, spremenijo se tudi vrhovi izražanja melatonina in leptina, vse skupaj pa vodi v 
razvoj metaboličnega sindroma.55 
Motnje v cirkadianosti vodijo do razvoja diabetesa mellitusa, ki predstavlja velik 
zdravstveni problem (do leta 2030 pričakujemo, da bo v svetu obolelih več kot pol 
milijarde ljudi). Številne raziskave, ki so jih izvajali na zdravih prostovoljcih, so pokazale, 
da že kratko obdobje nespečnosti povzroči nihanja v koncentraciji glukoze v krvi in 
spremembe v občutljivosti na inzulin.54 Spremembe glukoznega metabolizma, zanimivo, 
povzročijo že kratki popoldanski počitki.56 
Mutacija gena Clock pri miši povzroči razvoj hiperglikemije in zmanjšano izločanje 
inzulina, pa tudi spremembe v glukoneogenezi.57 Povečano izražanje Cry1, doseženo z 
mutacijo, pa je pri miših povzročilo boljšo kontrolo izločanja inzulina in boljši nadzor 
koncentracije glukoze, posledično se je diabetičnost miši zmanjšala.58 Na ravnotežje 
lipidov vpliva tudi gen Bmal1. Njegovo izbitje prepreči diferenciacijo fibroblastov 
zarodka miši v adipocite, kar kasneje miši onemogoča ustrezno skladiščenje maščobe. 
Zanimivo je tudi, da so pri otrocih opazili povečano nagnjenje k debelosti, kadar je bil 
protein PER3 metiliran.54 
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 Nosečnost in porod 
Prav tako lahko motnje v cirkadiani uri povežemo s prezgodnjim rojstvom. Delecija gena 
Bmal1 je pri brejih miših povzročila prezgodnje rojstvo v 18 % in zapoznelo rojstvo v 
prav tako 18 % legel. Cirkadiani geni so torej povezani tudi s proženjem poroda.59  
Porod je gotovo natančno časovno uravnavan, kar potrjujejo rezultati raziskav, ki 
ugotavljajo, da se porodi različnih živalskih vrst zgodijo v preferenčnih delih dneva 
(ponoči, zjutraj, zvečer ali čez dan). Podgane in zlati hrčki tako kotijo čez dan, medtem 
ko ženske najpogosteje rojevajo v poznih večernih in zgodnjih jutranjih urah. Kdaj se bo 
porod verjetno sprožil, je odvisno od časovnega obdobja, v katerem najpogosteje pride 
do krčenja maternice.60 Glede na to, da gre očitno za mehanizem, odvisen od svetlobe, 
sklepamo, da ga vodi SCN. Ta je namreč povezan z mrežnico, povezuje pa se tudi z 
nevronskimi in hormonskimi potmi, preko katerih neposredno vpliva na različne 
fiziološke ritme. To so dokazali pri podganah, ki so za običajen porod nujno potrebovale 
nepoškodovano SCN.61 
Breje miši z izbitim genom Clock niso prešle v porod in so bile breje dlje, mladiči pa so 
bili mrtvorojeni.62 Zanimivo je, da so v pozni brejosti miši opazili zgolj močno 
spreminjanje koncentracij mRNA gena Cry1, ne pa tudi ostalih cirkadianih genov, pri 
čemer velja poudariti, da je šlo za mešano kulturo različnih celic maternice, pridobljeno 
z žrtvovanjem živali.63 
V letošnjem letu je bila objavljena raziskava, ki razkriva povezavo med polimorfizmi 
genov cirkadiane ure z metabolizmom lipidov v drugem trimesečju nosečnosti in s 
prezgodnjim rojstvom pri človeku. Za pet SNP-jev v štirih cirkadianih genih so pokazali, 
da so statistično značilno povezani s spremembami v lipidnem metabolizmu, pri čemer 
so se posledice štirih SNP-jev neposredno statistično značilno kazale v spremembah 
koncentracije vsaj enega lipida.64 
1.6 Cirkadiana ura v povezavi z lipidnim metabolizmom 
Cirkadiana ura uravnava izražanje številnih genov in s tem uravnava fiziologijo in 
metabolizem v tkivih tekom 24-urnega cikla. Nepravilno delovanje cirkadiane ure lahko 
povzroči spremenjeno lipidno homeostazo in s tem bolezni, kot so zamaščena jetra in 
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
13 
 
debelost, kar so pokazali tako na živalskih modelih kot tudi pri človeku. Še več, lipidi 
imajo celo vlogo v nadzoru in uravnavanju cirkadianih ritmov.34 
Povezavo lipidov in njihovega metabolizma s cirkadianim ritmom lahko in vivo 
pokažemo na živalskih modelih, ki so nagnjeni k debelosti, ali na živalskih modelih s 
posebnimi dietami.34 
Genetski modeli imajo običajno moteno leptinsko signalizacijo. Leptin je produkt gena 
Ob in je hormon, ki je prisoten v krvi. Delovanje maščobnega tkiva uravnava preko 
nadzora prevzema hranilnih snovi in porabe energije. Če pri miši v gen ob uvedemo 
mutacijo, leptin ni več sposoben vezave na svoje receptorje, kar pri miših povzroči 
debelost, povečan tek, hiperlipidemijo, hiperglikemijo in hiperinzulinemijo.34 Take miši 
izkazujejo motnje v vzorcih spanja in aktivnosti. Sprememb v izražanju genov glavne ure 
v SCN na ravni mRNA ni, medtem ko se cikli istih genov v jetrih in belih adipoznih tkivih 
podaljšajo.65 Podobne rezultate so dobili tudi na drugačnih modelih, na primer pri debelih 
podganah Zucker, kjer so izmerili znižane koncentracije cirkadianih mRNA v jetrih, ne 
pa tudi v SCN.66 
Miši, ki so na z maščobami bogati dieti (5-krat več maščob kot običajno), izkazujejo 
podaljšane cirkadiane cikle, kadar so vsi ostali pogoji konstantni. V splošnem se izražanje 
cirkadianih genov v jetrih in maščobnih tkivih zmanjša.34, 67 Prav tako tovrstna dieta pri 
miših lahko privede do reprogramiranja cirkadiane ure, izgube oscilacij številnih genov, 
spremembe njihovih faz in celo indukcije oscilacije genov, ki te lastnosti prej niso imeli. 
Z maščobami bogata dieta lahko privede celo do reprogramiranja glavne cirkadiane ure 
v SCN.34,68,69 
 Vloga HDL, LDL in holesterola v celici 
Lipoproteini so strukture, katerih glavna vloga je prenašanje hidrofobnih lipidnih molekul 
po krvi in drugih telesnih tekočinah. Zgrajene so iz monosloja fosfolipidov, ki imajo 
navzven izpostavljene hidrofilne glave, v notranjosti kroglastih struktur pa so hidrofobni 
repi. Pomembni gradniki lipoproteinov so tudi holesterol in apolipoproteini, ki jih 
stabilizirajo in določajo njihovo funkcijo. V človeški krvni plazmi je 5 poglavitnih vrst 
lipoproteinov: HDL (lipoprotein visoke gostote, angl. high density lipoproteins), LDL 
(lipoprotein nizke gostote, angl. low density lipoproteins), IDL (lipoprotein srednje 
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
14 
 
gostote, angl. intermediate density lipoproteins), VLDL (lipoprotein zelo nizke gostote, 
angl. very low density lipoproteins) in ULDL (lipoprotein izredno nizke gostote, tudi 
hilomikron, angl. ultra low density lipoproteins). Lastnosti delcev so prikazane v        
tabeli 1. 
 
Tabela 1: Sestava lipoproteinov. V tabeli so prikazani deleži proteinov, holesterola in 
fosfolipidov, razliko predstavljajo triacilgliceroli in holesterolni estri.70 
Delec Gostota 
(g/ml) 
Odstotki 
proteinov 
Odstotki 
holesterola 
Odstotki 
fosfolipidov 
HDL > 1,063 33 30 29 
LDL 1,019 – 1,063 25 48 22 
IDL 1,006 – 1,019 18 29 22 
VLDL 0,95 – 1,006 10 22 18 
ULDL < 0,95 2 8 7 
 
HDL 
Delci HDL se izgradijo ob združitvi apolipoproteinov, holesterola in fosfolipidov ob 
delovanju različnih encimov. Prav tako lahko nastanejo prek encimskega delovanja na 
VLDL, iz katerega se najprej tvori LDL, ki se s preko receptorjev izloči iz krvnega obtoka 
v jetra. V jetrih ob delovanju lipaz nastanejo delci HDL.71 
Glavna naloga HDL je transport holesterola do jeter (slika 3), nadledvičnih žlez, jajčnikov 
in testisov. To je pomembna funkcija, ker v teh organih iz holesterola sintetizirajo različni 
steroidni hormoni. Prisotnost HDL v krvi nadzorujejo receptorji SR-BI (angl. scavenger 
receptor BI). 
HDL sicer prenaša različne lipide in proteine, ki so vključeni v za telo koristne procese. 
Med drugim gre za procese, ki preprečujejo oksidacijo, zmanjšujejo vnetje in 
preprečujejo agregacijo trombocitov. Tako HDL nudi zaščito pred aterosklerozo in 
podobnimi bolezenskimi stanji, velja pa, da različne vrste HDL delujejo na različne 
načine in imajo različne vloge.71,72 
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LDL 
Delci LDL nastajajo, ko delci VLDL zaradi encima lipoprotein lipaze izgubljajo 
trigliceride, s čimer se poveča delež holesterolnih estrov. So izrednega pomena kot 
transporterji lipidov in holesterola. 
Membrana LDL je bogata s holesterolom. Ko celica potrebuje holesterol, na svojo 
površino z vezikli prenese receptorje za LDL. Receptorji se po membrani prosto 
premikajo, dokler se ne vežejo na proteine, imenovane klatrini, ki tvorijo otočke v 
membrani. Tam se na receptor vežejo delci LDL, po tej vezavi pa se območje, bogato s 
klatrini, z endocitozo prenese v celico. Tako celica pridobi LDL, bogat s holesterolom, ki 
ga lahko uporabi v svojem metabolizmu (slika 3).73 
 
 
Slika 3: Prenos holesterola z lipoproteinskimi delci. Jetra so glavno mesto metabolizma 
holesterola, tja ga od celic dostavi HDL. Pomanjkanje holesterola v celicah odpravlja LDL, ki je 
njegov glavni dostavljalec.19 
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Holesterol 
Holesterol je sterol, ki se v celicah sintetizira po mevalonatni ali HMG-CoA-reduktazni 
poti. V največji meri gre za procese, ki potekajo v jetrih. Po telesu ga praviloma prenašajo 
apolipoproteini, tak način prenosa holesterola je prikazan na sliki 3. 
Večina holesterola se nahaja v membranah, kjer predstavlja približno 30 % gradnikov. 
Holesterol v membrani povečuje fluidnost in njeno stabilnost. Prav tako sodeluje pri 
transportu, prenosu električnih signalov po živčnih celicah in pri signalizaciji, sodeluje 
na primer pri endocitozi kjer se veže na klatrine.74 
Holesterol je tudi sicer pomembna molekula, saj v telesu opravlja številne pomembne 
vloge. Je prekurzor steroidnih hormonov kot so kortizol, aldosteron in spolni hormoni. Iz 
holesterola se sintetizira tudi vitamin D, ki je dobro poznan predvsem v povezavi s 
kostnim tkivom, v zadnjem času pa odkrivajo tudi njegove drugi koristne učinke, kot so 
pomoč pri zaviranju raka, zmanjševanje visokega krvnega tlaka in sodelovanje pri 
zdravljenju imunskih bolezni.75 
V jetrih, ki so odločilnega pomena za metabolizem holesterola, so sicer prisotni tudi drugi 
transportni mehanizmi, med drugim jetrni receptor X, ki je zelo pomemben regulator 
homeostaze holesterola.76 
1.7 Spremljanje cirkadianosti 
Ko govorimo o cirkadiani uri in njenih spremembah, si pomagamo z različnimi parametri, 
ki jo opisujejo. Govorimo o fazi, amplitudi in dolžini periode. Faza je položaj vrha 
krivulje, gre za časovno točko, v kateri je signal ekstremen (maksimalen ali minimalen). 
Ob različnih obremenitvah ali primerjavah tkiv se pojavlja tudi izraz zamik faze, to je 
premik vrha v levo ali desno glede na kontrolni vzorec. Amplituda je višina vrha, ki nam 
pove, kako močen signal smo v določeni časovni točki izmerili. Tako kot pri fazi tudi pri 
amplitudi običajno merimo maksimalno vrednost. Dolžina periode je razdalja med dvema 
ekstremoma in govori o tem, koliko časa nek signal potrebuje, da se simetrično ponovi. 
Lastnosti, ki opisujejo cirkadiano nihanje, prikazuje slika 4. 
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Slika 4: Lastnosti, ki opisujejo cirkadiano nihanje. Cirkadiano nihanje opišemo z dolžino 
periode, ki je razdalja med sosednjima maksimalnima ali minimalnima vrednostima, s fazo, ki 
predstavlja položaj vrha, ter z amplitudo, ki govori o intenziteti signala. 
 
Meritve cirkadianih lastnosti izražanja so zelo zahtevne, saj je za dobro definiranje 
potrebno veliko meritev. Do približkov meritev lahko pridemo s klasičnimi 
biokemijskimi metodami, kot je RT-qPCR, vendar nam taki pristopi odpirajo le delen 
pogled, ne pa tudi pogleda na realno stanje. Da bi bile meritve dovolj natančne, bi namreč 
potrebovali ogromno število vzorcev, izmerjenih v kratkih časovnih intervalih. Za 
izboljšanje meritev cirkadianosti so razvili posebne aparature, ki ob uporabi ustreznih 
celičnih linij in reagentov omogočajo natančnejše meritve z veliko gostoto časovnih točk, 
ki omogočajo boljšo resolucijo. Gre za aparature, ki omogočajo analize encimskih reakcij 
ali fluorescence, pri tem pa ne sme priti do poškodb celic, ki morajo ohranjati viabilnost 
in svojo običajno aktivnost (vključno s proliferacijo). 
Celično linijo pripravimo tako, da jo stabilno transficiramo s plazmidom, ki vsebuje zapis 
z ustreznim poročevalcem, katerega signal bomo lahko merili. Uporabimo plazmid, ki 
vsebuje cirkadiani promotor, kar nam omogoča hitro in natančno kvantifikacijo 
cirkadianega ritma in vivo. Prvi tovrsten poskus je bil izveden leta 1997 na mušici 
Drosophila z zelenim fluorescenčnim proteinom kot poročevalcem.77 Danes kot 
poročevalski protein najpogosteje uporabljamo luciferazo, saj njeno bioluminiscenco 
merimo z visoko občutljivostjo in je za celice netoksična. Reakcija poteče tako, da 
luciferaza v prisotnosti kisika, magnezija in ATP katalizira oksidativno dekarboksilacijo 
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luciferina, ki posledično emitira svetlobo z valovno dolžino 560 nm. Oddano svetlobo 
kvantificiramo in tako izmerimo stopnjo aktivnosti promotorja.22 
V živem organizmu so oscilacije posameznih celic sinhronizirane (to je oscilirajo z enako 
fazo, amplitudo in dolžino periode, so v isti fazi celičnega cikla), kar jim omogočajo razni 
signali, ki jih pošilja SCN in druga središča. Celična linija v kulturi pa oscilira de-
sinhronizirano, kar nam ne omogoča vpogleda v realno stanje, zato si pomagamo s 
pristopi, ki celice umetno sinhronizirajo. To lahko dosežemo z inkubacijo v 
koncentriranem serumu, pogosteje pa uporabljamo druge pristope, predvsem dodatek 
različnih kemijskih spojin, kot so deksametazon, forskolin, retinojska kislina, glukoza in 
druge. Te snovi delujejo na različne signalne poti, ki potekajo v celici preko z G-
proteinom sklopljenih receptorjev ali jedrnih hormonskih receptorjev, v končni fazi pa 
povzročijo sinhronizacijo vseh celic v identično stanje (idealno).22 Sinhronizirane celice 
oddajajo enoten signal, ki ga lahko izmerimo. 
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2 Namen dela in hipoteze 
Z raziskavo smo želeli ugotoviti, kako prisotnost holesterola in lipoproteinov vpliva na 
izražanje genov cirkadiane ure in metabolizem izbranih humanih celičnih linij. 
 
Cilji: 
1. Optimizirati transfekcijo in pripraviti stabilno celično linijo Huh7 s plazmidom 
Per2-dluc, ki nosi zapis za d-luciferazo pod promotorjem Per2 in zapis za 
odpornost na higromicin B. 
2. Obremeniti celični liniji U2OS in Huh7 s holesterolom in lipoproteini ter izmeriti 
spremembe v 24-urnem izražanju genov cirkadiane ure z metodo RT-qPCR in 
aparaturo LumiCycle. 
3. Obremeniti celične linije s holesterolom in lipoproteini ter izmeriti spremembe v 
metabolični aktivnosti z metodo AlamarBlue. 
 
Hipoteze: 
1. Stabilna transfekcija humanih celičnih linij U2OS in Huh7 s plazmidom Per2-
dluc, ki nosi zapisa za d-luciferazo in odpornost na higromicin B, bo vplivala na 
izražanje cirkadianih genov. 
2. Dodatek holesterola ali lipoproteinov v gojišče bo vplival na metabolično 
aktivnost humanih celičnih linij U2OS in Huh7. 
3. Dodatek holesterola ali lipoproteinov v gojišče bo vplival na fazo in amplitudo 
izražanja cirkadianih genov v humanih celičnih linijah U2OS in Huh7. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Celične linije 
Izbira ustrezne celične linije je bila odločilnega pomena za izvajanje poskusov, saj se 
celične linije razlikujejo v proteomu in drugih lastnostih, ki bistveno vplivajo na 
metabolizem in vedenje celične linije. V našem primeru je bilo pomembno, da celična 
linija izraža cirkadiane proteine, ter da v njej poteka lipidni metabolizem.  
 Celična linija humanega osteosarkoma U2OS 
Celična linija U2OS je nesmrtna rakava celična linija in je ena od prvih nesmrtnih celičnih 
linij, ki so jih pripravili, saj izvira iz leta 1964. Izolirana je iz humanega osteosarkoma 
petnajstletne deklice bele rase.78 Celična linija je ugodna za raziskovanje, ker jo dobro 
poznamo, saj so leta 2008 grški raziskovalci prikazali njen celoten proteom.79 V njej se 
sicer v primerjavi z jetrnimi celičnimi linijami ritmično izraža malo genov, kljub temu, 
da je vezavnih mest za glavne cirkadiane regulatorje veliko.80  
Za nas linija U2OS predstavlja prednost zato, ker se v njej gen BMAL1 izraža v skoraj 
natančno 24-urnih ciklih.81 Prav tako je bila celična linija že predhodno stabilno 
transficirana s plazmidom BMAL1-dluc, kar nam omogoča spremljanje izražanja d-
luciferaze z aparaturo LumiCycle. 
 Humana hepatocelularna celična linija Huh7 
Celična linija Huh7 je nesmrtna rakava celična linija, pripravljena in izolirana iz jetrnega 
tumorja. Pripravljena je bila leta 1982 iz tumorja sedeminpetdesetletnega Japonca82 in 
vsebuje številne mutacije. Celična linija je omogočila preboj v raziskovanju hepatitisa C 
in v boju z okužbami z virusom denge.83 Gre za celice, ki tipično rastejo v skupinah, v 
enem sloju. Podvojitveni čas celic je 24 ur.  
Celice te linije je težko transficirati, kar je bilo za nas pomembno, saj smo morali v celicah 
vzpostaviti stabilno transfekcijo s plazmidom Per2-dluc. Možnosti transfekcije je več, 
med drugim so uspeli tudi s transfekcijo z virusi.84 
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Celično linijo Huh7 smo izbrali zato, ker so jetra pomembno mesto lipidnega 
metabolizma, zato smo predvidevali, da bodo lipidi izraziteje vplivali na izražanje 
cirkadianih genov v teh celicah. 
3.2 Delo s celicami 
Delo s celicami smo izvajali aseptično v celičnem laboratoriju. Celice smo gojili v 
posebnih stekleničkah za gojenje sesalskih celic, premazanih s polimerom, ki omogoča 
prilepljanje celic na podlago. Manipulacijo s celicami smo izvajali v laminariju, celice 
smo gojili v inkubatorju pri stalni temperaturi 37 °C in 5 % atmosferi CO2. 
 Gojišče za celice 
Osnovno gojišče, ki smo ga uporabljali za gojenje vseh celičnih linij je Dulbecco’s 
modified eagle’s medium-high glucose (DMEM) proizvajalca Sigma-Aldrich. Gre za 
gojišče, ki vsebuje 4500 mg/L glukoze (25 mM koncentracija), 4 mM L-glutamin, 1 mM 
natrijev piruvat in natrijev bikarbonat. Gojišče vsebuje tudi rastne faktorje, lipoproteine, 
vitamine in ione soli.85 Gojišču smo dodali še FBS (angl. fetal bovine serum) (Sigma-
Aldrich) v končni koncentraciji 10 % in kombinacijo antibiotikov penicilina in 
streptomicina (Invitrogen) v končni koncentraciji 50 µg/mL . Kadar ni drugače navedeno 
smo v protokolih uporabili opisano gojišče, to je bogato gojišče. 
 Fosfatni pufer 
Fosfatni pufer (PBS, angl., phosphat buffer saline), ki smo ga uporabljali je bil 10 mM in 
pripravljen v destilirani vodi. pH raztopine je bil 7,4. 
 Tripsin za odlepljanje celic s površin 
Za odlepljanje celic z različnih gojilnih površin smo uporabljali tripsin (Sigma-Aldrich). 
 Zamrzovanje celic 
Reagenti: 
- PBS (Sigma-Aldrich) 
- tripsin (Sigma-Aldrich) 
- bogato gojišče 
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- FBS (Sigma-Aldrich) 
- DMSO (Sigma-Aldrich) 
 
Postopek: 
1. Z aspiracijsko pipeto smo odstranili bogato gojišče, 
2. celice smo sprali z 2 mL PBS, 
3. celicam smo dodali ustrezen volumen tripsina (250 µl za stekleničko velikosti 
T25, 750 µl za stekleničko velikosti T75, za plošče z vdolbinicami smo volumen 
ustrezno prilagodili), 
4. celice smo inkubirali pri sobni temperaturi toliko časa, da so se odlepile od 
površine, po potrebi smo jih prestavili v inkubator, pri čemer izpostavljenost 
tripsinu ni smela biti daljša od 10 min, 
5. odlepljene celice smo resuspendirali v ustreznem volumnu bogatega gojišča in jih 
prenesli v mikrocentrifugirko za centrifugiranje, 
6. suspenzijo smo centrifugirali 5 minut pri hitrosti 700 rpm, 
7. z aspiracijsko pipeto smo previdno odstranili bogato gojišče, tako da se nismo 
dotaknili usedline, 
8. usedlino smo resuspendirali v ustreznem volumnu raztopine FBS in DMSO, v 
razmerju 9:1. Za vsakih 3 x 106 celic smo usedlini dodali 900 µl FBS in 100 µl 
DMSO. Ko smo dobili homogeno suspenzijo smo po 1 mL prenesli v kriovialo in 
jo shranili na -80 °C čez noč, nato pa v tekočem dušiku (za tekoče eksperimente 
smo celice na -80 °C pustili tudi dlje). 
 Odmrzovanje celic 
Reagenti: 
- bogato gojišče 
- krioviala z zamrznjenimi celicami 
 
Postopek: 
1. V grelni kopeli smo segreli bogato gojišče na 37 °C, 
2. kriovialo z zamrznjenimi celicami smo inkubirali pri sobni temperaturi in 
počakali, da se odtali, 
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3. bogato gojišče smo prenesli v stekleničko ustrezne velikosti, 
4. ustrezno število celic smo prenesli v stekleničko, 
5. celice smo pregledali pod mikroskopom in preverili njihovo viabilnost, 
6. celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. 
 Gojenje celic v kulturi 
Reagenti: 
- bogato gojišče 
- PBS 
 
Postopek: 
1. Celice smo dnevno pregledovali pod mikroskopom, pozorni smo bili na 
preraščenost, barvo gojišča in morebitne okužbe kulture, 
2. bogato gojišče smo na dva dni odpipetirali, sprali z ustreznim volumnom PBS, 
ponovno odpipetirali in dodali sveže bogato gojišče, 
3. ko so celice dosegle 80 % preraščenost površine stekleničke smo celice precepili. 
 Precepljanje celic 
Reagenti: 
- PBS 
- tripsin 
- bogato gojišče 
 
Postopek: 
1. S celic smo z aspiracijsko pipeto odstranili bogato gojišče, 
2. celice smo sprali z ustreznim volumnom PBS, 
3. celice smo prekrili z ustreznim volumnom tripsina, 
4. celice smo inkubirali pri sobni temperaturi toliko časa, da so se odlepile od 
površine, po potrebi smo jih prestavili v inkubator, pri čemer izpostavljenost 
tripsinu ni smela biti daljša od 10 min, 
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
24 
 
5. ko so se celice odlepile smo dodali najmanj trikratni volumen bogatega gojišča, s 
čimer smo ustavili delovanje tripsina. Skupke celic smo ločili s pipeto, nato pa 
celice prenesli v novo stekleničko s svežim bogatim gojiščem, 
6. kadar smo želeli celice redčiti, smo suspenzijo celic ustrezno razdelili v več 
stekleničk. 
 Določanje števila celic 
Za raziskave, ki jih izvajamo na celičnih kulturah je število celic in preraščenost 
stekleničke bistvenega pomena, zato je izredno pomembno, da smo v protokolih 
upoštevali priporočeno število celic. Da smo to lahko izvedli, smo celice prešteli pred 
vsakim precepljanjem ali v pripravi na poskus. Uporabili smo različne pristope štetja. 
a. Ocena števila celic na podlagi preraščenosti stekleničke: je najmanj natančen 
pristop in smo ga uporabili takrat, kadar smo celice precepljali ali zamrzovali. 
Temelji na tabeliranih podatkih, ki predvidevajo koliko celic je potrebnih, da 
prerastejo celotno površino stekleničke. Na primer v steklenički velikosti T25 ob 
100 % preraščenosti dno pokriva približno 2,8 x 106 celic. Z uporabo križnih 
računov smo tako lahko ocenili število celic v steklenički in to upoštevali pri 
nadaljnjem delu. 
 
b. Klasično štetje: je natančnejši pristop, vendar še vedno ne idealen, saj smo pri 
tem postopku poleg viabilnih prešteli tudi mrtve celice. Štetje je potekalo tako, da 
smo se držali protokola za zamrzovanje celic od prvega do sedmega koraka. 
Usedlini, ki smo jo tako pridobili, smo dodali 5 mL bogatega gojišča in usedlino 
resuspendirali. Nato smo 10 µL suspenzije prenesli na hemocitometer, ga prekrili 
s krovnim steklom in z uporabo mikroskopa prešteli celice. Štetje smo izvajali pri 
desetkratni povečavi v štirih zunanjih kvadratih (4 x 16 polj, na sliki 8 označeno 
rdeče). Število celic smo določili z uporabo naslednje enačbe: 
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑚𝐿
=
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑜 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑛𝑎 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡 × 104
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑣
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c. Nativno štetje: je med naštetimi najnatančnejši pristop. Protokol, ki smo ga 
uporabili je bil identičen protokolu za klasično štetje, do točke, ko smo celice 
resuspendirali v 5 mL gojišča. Nato smo 10 µL suspenzije dodali 20 µL barvila 
Trypan Blue, ki je omogočal nativno štetje. Oboje smo dobro premešali, nato smo 
10 µL obarvane suspenzije prenesli na hemocitometer in tokrat prešteli zgolj žive 
celice. To nam je omogočalo dejstvo, da so se mrtve celice modro obarvale, zaradi 
česar smo jih lahko prepoznali in pri štetju izpustili. Število celic smo določili z 
uporabo naslednje enačbe: 
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑚𝐿
=
𝑝𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑜 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑛𝑎 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡 × 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑣𝑒 × 104
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑣
 
Faktor redčitve je posledica upoštevanja dodatne redčitve, ki je nastala ko smo 
suspenziji celic dodali barvilo. 
 
d. Štetje z aparaturo ADAM: več o tem načinu štetja je zapisano v poglavju 3.2.9. 
 Proliferacijski test 
Natančna analiza proliferacije, viabilnosti in vplivov reagentov na celice zahteva izredno 
natančne pristope štetja in analize stanja celic. Metoda, ki jo za analizo proliferacije 
izberemo je odvisna od števila in tipa celic, ter podatka, ki ga iščemo. Spremljamo lahko 
število celic skozi čas, število celičnih delitev, metabolično aktivnost ali sintezo DNA.86 
Z enostavnimi metodami običajno spremljamo proliferacijo celic kot skupine, ne 
omogočajo pa opazovanja posameznih celic, kompleksnejše metode pa omogočajo tudi 
natančnejšo analizo. 
Ker je hitrost proliferacije celic pomembna v pripravi poskusa in v analizi njegovih 
rezultatov, smo za njeno analizo uporabili aparaturo ADAM. Ta deluje v rangu 
koncentracij 1 × 105 in 1 × 107 celic/ml in nam da podatke o številu celic ter o njihovi 
viabilnosti. Temelji na uporabi dveh različnih raztopin, ena omogoča štetje vseh celic, 
druga pa štetje nekrotičnih celic. Na podlagi razlik teh rezultatov dobimo podatek o 
viabilnosti. 
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Reagenti: 
- PBS 
- tripsin 
- bogato gojišče 
- barvilo »Total cell number reagent« (T) (Digital Bio) 
- barvilo »Necrotic cell number reagent« (N) (Digital Bio) 
- stekelca za štetje celic 
 
Postopek: 
1. S celic v steklenički smo odpipetirali bogato gojišče, jih sprali z ustreznim 
volumnom PBS in jih tripsinizirali, 
2. na podlagi preraščenosti stekleničke smo ocenili število celic in jih ustrezno 
redčili z bogatim gojiščem tako, da je bilo njihovo število v suspenziji med 1 × 
105 in 1 × 107, 
3. v dve mikrocentrifugirki smo prenesli po 50 µL suspenzije celic, 
4. v eno mikrocentrifugirko smo dodali 50 µL barvila T, v drugo pa 50 µL barvila 
N, 
5. vzorce v mikrocentrifugirkah smo premešali z vibracijskim mešalom do 
homogenosti, 
6. na stekelce za štetje celic smo v komoro T prenesli 12,5 µL suspenzije iz 
mikrocentrifugirke T in 12,5 µL suspenzije v komoro N iz mikrocentrifugirke N, 
7. stekelce smo vstavili v aparaturo ADAM, 
8. na podlagi meritve smo suspenzijo celic ustrezno redčili in na ploščo s 24 
vdolbinicami prenesli po 0,5 x 105 celic. Celicam smo dodali ustrezen volumen 
bogatega gojišča, 
9. celice smo gojili 24 ur v inkubatorju, 
10. po 24-urah smo naključno izbrali vdolbinice, v katerih smo izvedli štetje po 
enakem postopku kot prvi dan. Tako smo določili kakšno je število celic v 
vdolbinici v tistem trenutku, 
11. postopek smo ponavljali vsakih 24 ur, vsakič iz drugih vdolbinic, do zaključka 
poskusa, 
12. rezultate smo analizirali. 
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 Optimizacija sinhronizacije in sinhronizacija celic 
Kadarkoli želimo opazovati cirkadiano ali drugače ritmično izražanje genov, moramo 
najprej poskrbeti, da so vse celice v isti fazi celičnega cikla. Postopek, ki nam to omogoča 
je imenovan sinhronizacija. Slednjo izvajamo z uporabo različnih reagentov, lahko pa 
tudi s stradanjem.  
Reagenti: 
- PBS 
- gojišče za gojenje celic brez FBS 
- deksametazon (Sigma-Aldrich) 
 
Optimizacija sinhronizacije 
Postopek: 
1. Približno 24 ur pred poskusom smo celice precepili v taki gostoti, da so na dan 
poskusa prekrivale 80 % površine, 
2. celice smo sprali z ustreznim volumnom PBS, 
3. na celicr smo dodali gojišče za gojenje celic brez FBS in izbrano koncentracijo 
sinhronizacijskega reagenta (100 nM ali 200 nM raztopina deksametazona), 
4. celice smo inkubirali 1 uro v inkubatorju pri 37 °C in 5 % atmosferi CO2, 
5. celice smo sprali z usreznim volumnom PBS in dodali gojišče, ki je ustrezalo 
sledečemu poskusu. 
Sinhronizacija celic 
Postopek: 
6. Približno 24 ur pred poskusom smo celice precepili v taki gostoti, da so na dan 
poskusa prekrivale 80 % površine, 
7. celice smo sprali z usreznim volumnom PBS, 
8. celicam smo dodali gojišče za gojenje celic brez FBS s 100 nM koncentracijo 
deksametazona, 
9. celice smo inkubirali 1 uro v inkubatorju pri 37 °C in 5 % atmosferi CO2, 
10. celice smo sprali z ustreznim volumnom PBS in dodali gojišče, ki je ustrezalo 
sledečemu poskusu. 
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 Metabolični test AlamarBlue 
Metabolični test AlamarBlue temelji na redukciji modrega resazurina do rožnatega 
resorufina. Gre za kolorimetrični metabolični test, ki ga spremljamo z meritvami 
absorbance pri valovnih dolžinah 580 nm in 600 nm. Žive in aktivne celice v dihalni 
verigi proizvajajo reducirajoče molekule, ki resazurin pretvarjajo v resorufin, stopnjo 
pretvorbe pa spremljamo z meritvami absorbance (lahko tudi fluorescence). Resazurin je 
topen v gojišču in je v uporabljenih koncentracijah netoksičen.87 
AlamarBlue je uporabna metoda, kadar nas zanima splošen vpliv nekega dejavnika na 
aktivnost celice, saj je celično dihanje osnoven in nujen proces. Poskuse smo izvajali v 
triplikatih na ploščah s 96 vdolbinicami. Poleg testnih vdolbinic smo vedno pripravili tudi 
kontrolne, ki smo jih potrebovali v procesu analize, to so kontrolne pozitivne vdolbinice, 
ki vsebujejo samo celice brez obremenitev in negativne, ki vsebujejo zgolj bogato gojišče, 
ne pa tudi celic.  
Reagenti: 
- PBS 
- bogato gojišče 
- barvilo AlamarBlue (Invitrogen) 
 
Postopek: 
1. Približno 24 ur pred poskusom smo celice precepili v taki gostoti, da so na dan 
poskusa prekrivale 80 % površine, 
2. celice smo sprali z ustreznim volumnom PBS, 
3. celice smo sinhronizirali s 100 nm deksametazonom, 
4. odpipetirali smo sinhronizacijsko gojišče in celice sprali z ustreznim volumnom 
PBS, 
5. celicam smo dodali bogato gojišče v ustreznem volumnu (v primeru plošče s 96 
vdolbinicami po 100 µL) in ustreznimi obremenitvenimi reagenti, gojišče smo 
dodali tudi v vdolbinice, ki so bile negativna kontrola (samo gojišče), 
6. v vsako vdolbinico smo dodali 10 µL rasazurina (reagenta AlamarBlue), 
7. celice smo inkubirali v inkubatorju pri 37 °C in 5 % atmosferi CO2 in v določenem 
intervalu izvajali meritve z bralcem absorbance. 
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Analiza: 
Rezultate meritev smo analizirali z uporabo naslednje enačbe: 
(𝜀𝑜𝑥)𝜆2𝐴𝜆1 − (𝜀𝑜𝑥)𝜆1𝐴𝜆2
(𝜀𝑜𝑥)𝜆2𝐴′𝜆1 − (𝜀𝑜𝑥)𝜆1𝐴′𝜆2
 
pri čemer velja: εox - molarni ekstinkcijski koeficient oksidiranega resazurina, λ1- 570 nm, 
λ2- 600 nm, A- absorbanca vzorca in A'- absorbanca pozitivne kontrole (samo celice).  
 Stabilna transfekcija celic Huh7 
Test odpornosti proti antibiotiku 
Da bi ugotovili kakšna koncentracija antibiotika v enem tednu povzroči smrt vseh celic, 
smo celično linijo Huh7 izpostavili antibiotičnemu pritisku. Celice smo precepili na 
plošče s 24 vdolbinicami in počakali, da so dosegle 50 % preraščenost. Ko so to dosegle, 
smo bogato gojišče nadomestili s selekcijskim gojiščem za celice, ki je vsebovalo različne 
koncentracije antibiotika, od 50 µg/ml do 1000 µg/ml. Vdolbinice smo pripravili v dveh 
ponovitvah in dodali negativno kontrolo, ki je vsebovala bogato gojišče brez dodanega 
antibiotika. Antibiotik, ki smo ga uporabili za selekcijo, je bil higromicin B.  
Reagenti: 
- PBS 
- bogato gojišče 
- raztopine antibiotika higromicina B (koncentracije: 50 µg/mL, 100 µg/mL, 200 
µg/mL, 300 µg/mL, 400 µg/mL, 500 µg/mL, 600 µg/mL, 700 µg/mL in 1000 
µg/mL) (Invitrogen) 
 
Postopek: 
1. Približno 24 ur pred poskusom smo celice precepili v taki gostoti, da so na dan 
poskusa prekrivale 50 % površine, 
2. s celic smo odpipetirali gojišče in ga nadomestili z gojiščem z ustrezno 
koncentracijo antibiotika, vsako koncentracijo v dveh vdolbinicah (dveh 
ponovitvah), 
3. pod svetlobnim mikroskopom smo dnevno spremljali preraščenost vdolbinic. 
netretirane celice, 
tretirane celice, 
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Optimizacija transfekcije 
Aparatura LumiCycle meri luminiscenco tkiv ali celic, ki so sposobni oddajanja 
svetlobnih signalov (to je luminiscirajo).88 Seveda humane in druge živalske celice v 
nativni obliki te sposobnosti nimajo, zato jo moramo v laboratoriju umetno ustvariti. 
Dosežemo jo s transfekcijo s plazmidom, ki bo v primeru vključitve v genom celice 
omogočal kontrolirano in stabilno izražanje fluorescenčnega proteina ali drugačnega 
poročevalca. Celično linijo U2OS smo pridobili z že stabilno transficiranim plazmidom 
BMAL1-dluc, medtem ko smo morali celično linijo Huh7 transficirati sami in sicer s 
plazmidom Per2-dluc.  
Zaradi predhodnih neuspelih poskusov transfekcije smo se odločili, da z uporabo 
elektronske mikroskopije in plazmida z zapisom za zeleni fluorescenčni protein (GFP), 
ki daje fluorescenčen signal, izberemo najboljšo metodo in optimiziramo transfekcijo. 
Uporabili smo različne transfekcijske reagente in izbrali najboljšega. 
 Izražanje d-luciferaze pod promotorjema BMAL1 in Per2 
Za spremljanje izražanja d-luciferaze smo morali uporabiti celični liniji, ki vsebujeta 
ustrezni stabilno vgrajeni plazmid. Uporabili smo celični liniji U2OS BMAL1-dluc in 
Huh7 Per2-dluc. Za meritve smo uporabili aparaturo LumiCycle 32. 
Reagenti: 
- PBS 
- bogato gojišče 
- deksametazon 
- gojišče za gojenje celic brez dodatkov 
- brezbarvno gojišče DMEM (Sigma Aldrich) 
- L-glutamin (200 µM) (Gibco) 
- natrijev piruvat (100 µM) (Gibco) 
- FBS 
- raztopina antibiotika penicilin/streptomicin (Invitrogen)  
- d-luciferin (Sigma-Aldrich) (Opozorilo: d-luciferin je občutljiv na svetlobo, zato 
smo korake, pri katerih smo delali z d-luciferinom, izvajali v temi.) 
 
 
 
 
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
31 
 
Postopek: 
1. 24 ur pred poskusom smo na ustrezno število petrijevk (896,0 mm2) nasadili 0,3 
× 106 celic v bogatem gojišču in jih gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % atmosferi 
CO2, 
2. s celic smo odpipetirali gojišče in jih sprali z ustreznim volumnom PBS, 
3. celice smo sinhronizirali s 5 mL 100 nM raztopine deksametazona v bogatem 
gojišču brez dodatkov, 1 uro v inkubatorju pri 37 °C in 5 % atmosferi CO2, 
4. pripravili smo ustrezen volumen gojišča za LumiCycle, ki je vseboval reagente v 
naslednjih količinah (tabela 2), 
 
Tabela 2: Reagenti gojišča za LumiCycle. 
brezbarvno gojišče DMEM 1 ml 
L-glutamin 20 µl 
natrijev piruvat 10 µl 
FBS 100 µl 
raztopina antibiotika penicilin/streptomicin 10 µl 
d-luciferin 1 µl 
 
5. na vsako petrijevko smo prenesli po 1 mL gojišča za LumiCycle in petrijevke 
zatesnili s parafilmom, ki je preprečeval izhlapevanje gojišča med meritvijo, 
6. petrijevke smo prenesli v aparaturo LumiCycle, ki je izmerila signal. 
 Test vpliva lipoproteinov 
V okviru magistrske naloge smo izvajali različne optimizacije in obremenitve celičnih 
linij z lipidi in holesterolom. Ker so bili HDL, LDL in holesterol vodotopni, smo vse tri 
reagente raztapljali v bogatem gojišču. Z izjemo eksperimenta optimizacije smo reagente 
uporabljali v naslednjih koncentracijah (tabela 3): 
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Tabela 3: Koncentracije HDL, LDL in holesterola. 
HDL 150 µg/ml 
LDL 150 µg/ml 
Holesterol 300 µg/ml 
 
Uporabljene koncentracije smo določili na podlagi literature in optimizacije, ki smo jo 
izvedli v laboratoriju. 
3.3 Delo z RNA in cDNA 
 Izolacija RNA 
Izolacija RNA z reagentom TRI  
Reagenti: 
- PBS 
- reagent TRI (trizol) (Sigma-Aldrich) 
- kloroform (Sigma-Aldrich) 
- izopropanol 
- 70-odstotni etanol 
- voda za injiciranje (brez RNaz) 
 
Postopek: 
Količine v protokolu so prilagojene na 1 mL trizola. Ko je bilo mogoče, smo izolacijo 
izvajali na ledu. 
1. S celic na plošči smo odpipetirali gojišče in jih sprali z ustreznim volumnom PBS, 
2. celicam smo dodali ustrezen volumen trizola (1 mL trizola na 5 × 106 celic), 
3. celice so se pod vplivom trizola odlepile od površine, premešali smo jih s pipeto 
in prenesli v sterilno mikrocentrifugirko brez RNaz in DNaz, 
4. suspenzijo smo inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi, 
5. dodali smo 0,2 mL kloroforma in 15 sekund mešali z vibracijskim mešalom pri 
najvišji hitrosti, 
6. suspenzijo smo ponovno inkubirali pri sobni temperaturi 5 minut, kadar je bilo 
vzorcev več pa do pol ure na ledu, 
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
33 
 
7. mikrocentrifugirke smo prestavili v centrifugo, ohlajeno na 4 °C in centrifugirali 
15 minut pri hitrosti 12000 x g, 
8. vsebina mikrocentrifugirk se je ločila na tri faze (spodnjo organsko, ki vsebuje 
proteine, interfazo, ki vsebuje DNA in zgornjo vodno, ki vsebuje RNA), zgornjo 
smo prenesli v sveže mikrocentrifugirke, pri čemer smo bili pozorni, da ni prišlo 
do kontaminacije vzorca z drugimi plastmi, 
9. vodni fazi smo dodali 0,5 mL hladnega izopropanola in premešali, nato pa 
inkubirali na ledu 10 minut, 
10. mikrocentrifugirke smo prestavili v centrifugo, ohlajeno na 4 °C in centrifugirali 
30 minut pri hitrosti 12000 g, da se je oborila RNA, 
11. odstranili smo supernatant, usedlino pa sprali z 1 mL hladnega 70-odstotnega 
etanola in premešali, 
12. ponovno smo centrifugirali pri enakih pogojih 5 minut, 
13. odpipetirali smo supernatant in ponovili koraka 11 in 12 najmanj trikrat (skupaj 
vsaj štirikrat), 
14. po zadnjem spiranju smo odstranili ves supernatant, pri čemer smo si pomagali s 
ponovnim centrifugiranjem in pipeto, nato pa usedlino RNA sušili pri sobni 
temperaturi, do popolne suhosti (približno 20 minut), 
15. suhi RNA smo dodali ustrezen volumen vode za injiciranje, jo resuspendirali in 
jo do nadaljnjih analiz shranili na -80 °C. 
Analiza kvalitete in kvantitete RNA 
Postopek: 
1. Vzorec RNA smo premešali z vibracijskim mešalom in ga kratko centrifugirali, 
2. NanodropTM (ND1000) smo očistili z vodo za injiciranje in ga umerili z meritvijo 
koncentracije 1 µL vode za injiciranje (»blank«), 
3. na NanodropTM smo prenesli 1 µL vzorca in izmerili njegovo koncentracijo in 
čistost (razmerji A260/A280 in A260/A230), 
4. NanodropTM smo očistili z vodo za injiciranje in po enakem postopku izmerili 
koncentracije in čistosti vseh ostalih vzorcev, 
5. ocenili smo ali so bili vzorci dovolj koncentrirani in dovolj čisti za nadaljnjo 
analizo, po potrebi smo izolirali novo RNA oziroma vzorec čistili. 
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Čiščenje vzorca RNA 
V primeru nečistosti vzorcev zaradi prisotnosti trizola, izopropanola, etanola ali DNA 
smo vzorce čistili po naslednjem protokolu. 
Reagenti: 
- voda za injiciranje (brez RNaz) 
- natrijev acetat (Amplikon) 
- glikogen (Amplikon) 
- hladni 100-odstotni etanol 
- hladni 70-odstotni etanol 
 
Postopek: 
Količine v protokolu so prilagojene na 10 µL vodne raztopine RNA. Ko je bilo mogoče, 
smo čiščenje izvajali na ledu. 
1. Vodni raztopini RNA smo dodali 20 µL vode za injiciranje, 3 µL 3 M natrijevega 
acetata, 0,5 µL glikogena s koncentracijo 5 mg/mL in 84 µL hladnega 100-
odstotnega etanola, 
2. vzorec v mikrocentrifugirki smo premešali z vibracijskim mešalom pri najvišji 
hitrosti, 
3. vzorce smo čez noč shranili na -80 °C, 
4. vzorce smo centrifugirali v centrifugi ohlajeni na 4 °C, 30 minut pri hitrosti 14000 
g, 
5. odstranili smo supernatant, sprali z 200 µL hladnega 70-odstotnega etanola, 
premešali in ponovno centrifugirali 1 minuto pri enakih pogojih, 
6. v celoti smo odstranili supernatant in sušili pri sobni temperaturi do popolne 
suhosti (približno 20 minut), 
7. usedlino RNA smo resuspendirali v ustreznem volumnu vode za injiciranje. 
 Obratni prepis RNA v cDNA 
Za obratni prepis RNA v cDNA smo potrebovali dva kompleta in sicer DNase I 
Recombinant Kit (Roche) in Transcriptor Universal cDNA Master (Roche). Prvi komplet 
smo uporabili zato, da smo se znebili ostankov genomske DNA, kar omogoča DNaza I. 
Drugi komplet omogoča obratni prepis RNA v cDNA, ki smo ga potrebovali v naslednjih 
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korakih. Za obratni prepis smo uporabili RNA, ki smo jo izolirali s trizolom in je bila 
raztopljena v vodi za injiciranje. Vzorce smo redčili tako, da je bila koncentracija molekul 
RNA identična, volumen vzorca pa 10 µl. 
Reagenti: 
- vzorci RNA 
- voda za injiciranje (brez RNaz) 
- DNase I recombinant kit (Roche) 
- Transcriptor universal cDNA master (Roche) 
 
Tabela 4: Založna raztopina z DNazo. 
10 × DNazni pufer 1,5 µl 
DNaza I 0,25 µl 
voda za injiciranje (brez RNaz) 3,25 µl 
Skupaj 5 µl 
 
Tabela 5: Založna raztopina za obratni prepis. 
5 × univerzalni pufer za obratni prepis 4 µl 
encim reverzna transkriptaza 1 µl 
Skupaj 5 µl 
 
Postopek: 
Volumni v protokolu so prilagojeni na en vzorec v primeru rekcije z 2 µg RNA v 10 µl 
vode za injiciranje. Pri pripravi mešanic smo upoštevali 5-odstotno napako pri 
pipetiranju. Ko je bilo mogoče, smo delo izvajali na ledu. 
1. Po 10 µl RNA smo s pipeto prenesli v mikrotitrske trakove, 
2. pripravili smo založno raztopino z DNazo, 
3. vsakemu vzorcu RNA smo dodali 5 µl založne raztopine z DNazo (tabela 4), 
vzorce smo premešali in kratko centrifugirali, 
4. mikrotitrske trakove smo prenesli v aparaturo za PCR in pripravili program (15 
minut 30 °C in 10 minut 75 °C), 
5. trakove smo prenesli na led in pripravili založno raztopino za obratni prepis 
(tabela 5), 
6. vsakemu vzorcu RNA smo dodali 5 µl založne raztopine za obratni prepis, vzorce 
smo premešali in kratko centrifugirali, 
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7. mikrotitrske trakove smo prenesli v aparaturo za PCR in pripravili program (5 
minut 25 °C, 10 minut 55 °C in 5 minut 85 °C), 
8. trakove smo prenesli na led in vzorce redčili do 100 µl z vodo za injiciranje 
(oziroma z drugačnim, ustreznim volumnom), 
9. vzorce smo shranili pri -20 °C. 
 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času (RT-qPCR) 
Načrtovanje začetnih oligonuklotidov 
Začetne oligonukleotide cirkadianih genov smo pridobili pri proizvajalcu Sigma-Aldrich. 
Uporabili smo zaporedja, ki so prikazana v tabeli 6. 
Tabela 6: Začetni oligonukleotidi cirkadianih genov. Fw (angl. forward – smerni), rev (angl. 
reverse – protismerni). 
Gen Zaporedje (5'→3') 
CLOCKfw TGCGAGGAACAATAGACCCAA 
CLOCKrev ATGGCCTATGTGTGCGTTGTA 
BMAL1fw AAGGGAAGCTCACAGTCAGAT 
BMAL1rev GGACATTGCGTTGCATGTTGG 
CRY1fw CTCCTCCAATGTGGGCATCAA 
CRY1rev CCACGAATCACAAACAGACGG 
CRY2fw TCCCAAGGCTGTTCAAGGAAT 
CRY2rev TGCATCCCGTTCTTTCCCAAA 
PER1fw CTACGGCATGTGCACAGTAGA 
PER1rev GTGTGTACTCAGACGTGATGTG 
PER2fw GACATGAGACCAACGAAAACTGC 
PER2rev AGGCTAAAGGTATCTGGACTCTG 
PER3fw GCAGAGGAAATTGGCGGACA 
PER3rev GGTTTATTGCGTCTCTCCGAG 
RORαfw ACTCCTGTCCTCGTCAGAAGA 
RORαrev CATCCCTACGGCAAGGCATTT 
RORβfw TTTGTGGCGATAAGTCCTCTGG 
RORβrev TGGCTCCTCCTAAAGAATCCC 
REVERBαfw TGGACTCCAACAACAACACAG 
REVERBαrev GATGGTGGGAAGTAGGTGGG 
REVERBβfw TTTAGTGGCATGGTTCTACTGTG 
REVERBβrev AGCCTTCGCAAGCATGAACT 
β-ACTINfw TCCTCTCCCAAGTCCACACAGG 
β-ACTINrev GGGCACGAAGGCTCATCATTC 
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Validacija začetnih oligonuklotidov 
Validacija začetnih oligonukleotidov je postopek, pri katerem ugotavljamo, ali se izbrana 
zaporedja dovolj dobro in ustrezno prilegajo na izbrane gene. Običajno jo izvajamo za 
vsako celično linijo posebej, kadar so linije podobne pa lahko predvidevamo, da dobro 
prileganje v eni linij, pomeni tudi dobro prileganje v drugi. Validacijo izvajamo na enem 
samem vzorcu hkrati. Proces je podoben, kot obratni prepis RNA v cDNA, se pa procesa 
v nekaterih točkah razlikujeta. Poskus smo namesto z 2 µg RNA izvajali s 5 µg RNA. 
Prilagojeni so bili tudi ostali protokoli (tabeli 7 in 8): 
Tabela 7: Založna raztopina z DNazo. 
10 × DNazni pufer 3 µl 
DNaza I 0,25 µl 
voda za injiciranje (brez RNaz) 6,75 µl 
Skupaj 10 µl 
 
Tabela 8: Založna raztopina za obratni prepis. 
5 × univerzalni pufer za obratni prepis 2 µl 
encim reverzna transkriptaza 8 µl 
Skupaj 10 µl 
 
Tudi ta postopek smo izvajali na ledu, pri pripravi založnih raztopin pa smo upoštevali 5 
% napako v pipetiranju. PCR reakcije priprave cDNA smo ohranili enake. 
Ko smo pridobili cDNA smo pripravili redčitveno vrsto, saj smo reakcijo RT-qPCR 
izvajali pri različnih koncentracijah cDNA, s čimer smo preverili, kako dobro se prilega 
oligonukleotid (oziroma če se prilega tudi pri nizkih koncentracijah cDNA). Pripravili 
smo tudi kontrole in sicer pozitivno kontrolo (RT+), ki vsebuje cDNA, vzorec brez 
transkriptorja, ki vsebuje RNA in negativno kontrolo, ki vsebuje samo vodo. Shema 
eksperimenta je v prikazana v tabeli 9.  
Tabela 9: Vzorci za validacijo začetnih oligonukleotidov. 
Pozitivna 
kontrola 
(RT+) 
Vzorec brez 
transkriptorja 
(RT-) 
Negativna 
kontrola 
2×redčen 
vzorec 
(2×V) 
4×redčen 
vzorec 
(4×V) 
16×redčen 
vzorec 
(16×V) 
64×redčen 
vzorec 
(64×V) 
256×redčen 
vzorec 
40 µl 
cDNA 
+ 
160 µl 
H2O 
40 µl vzorca 
+ 
160 µl H2O 
40 µl H2O 
+ 
160 µl H2O 
100 µl 
RT+ 
+ 
100 µl 
H2O 
100 µl 
2×V 
+ 
100 µl 
H2O 
50 µl 4×V 
+ 
150 µl H2O 
50 µl 16×V 
+ 
150 µl H2O 
50 µl 64×V 
+ 
150 µl H2O 
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Izvajanje RT-qPCR 
Meritve smo izvajali v aparaturi LightCycler 480 (Roche). Uporabili smo mikrotitrske 
plošče s 384 vdolbinicami, reakcijski volumen je bil 5 µl. 
Reagenti: 
- cDNA 
- zmes začetnih oligonukleotidov (smerni in protismerni) 
- Sybr Green Master Mix (Roche) 
- voda za injiciranje 
 
Tabela 10: Založna raztopina začetnih oligonukleotidov. 
smerni oligonukleotidi (100 µM) 12,5 µl 
protismerni oligonukleotidi (100 µM) 12,5 µl 
voda za injiciranje (brez RNaz) 475 µl 
Skupaj 500 µl 
 
Tabela 11: Založna raztopina za en vzorec RT-qPCR. 
zmes začetnih oligonukleotidov 2,4 µl 
Sybr Green Master Mix 10 µl 
voda 4,6 µl 
Skupaj 20 µl 
 
Tabela 12: Temperaturni program RT-qPCR. 
Stopnja Število ciklov Temperatura Trajanje 
Predinkubacija 1 95 °C 10 min 
  95 °C 10 s 
Pomnoževanje 50 60 °C 20 s 
  72 °C 20 s 
  95 °C 5 s 
Talilna krivulja 1 65 °C 1 min 
  do 97 °C  
Ohlajevanje 1 40 °C ∞ 
 
Postopek: 
Ko je bilo mogoče, smo poskus izvajali na ledu. 
1. Na dno plošče s 96 vdolbinicami smo prenesli po 3 µl cDNA, 
2. pripravili smo zmes ustreznih začetnih oligonukleotidov (tabela 10) in reakcijsko 
zmes za RT-qPCR (tabela 11), 
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3. v vsako vdolbinico, kjer je bila cDNA, smo prenesli po 17 µl reakcijske zmesi za 
RT-qPCR, 
4. vzorce na plošči smo premešali z vibracijskim mešalom pri najvišji hitrosti in 
kratko centrifugirali, 
5. po 5 µl pripravljene založne raztopine smo prenesli v tri vdolbinice plošče s 384 
vdolbinicami in postopek ponovili za vse vzorce, 
6. ploščo smo prenesli v LightCycler 480 in uporabili ustrezni temperaturni program 
(tabela 12). 
Agarozna gelska elektroforeza 
Če so bili začetni oligonukleotidi specifični smo preverjali z agarozno gelsko 
elektroforezo. 
Reagenti: 
- 1 × pufer TBE (angl. Tris/Borate/EDTA) (ThermoFisher) 
- agaroza (ThermoFisher) 
- raztopina etidijevega bromida s koncentracijo 5 mg/ml (SigmaAldrich) 
- cDNA vzorci po reakciji RT-qPCR  
- 6 × nanašalni pufer (ThermoFisher) 
- voda za injiciranje  
- DNA lestvica z nanašalnim pufrom (segmenti med 100 bp in 1000 bp) 
(ThermoFisher) 
- produkti pomnoževanja z RT-qPCR  
 
Postopek: 
1. V erlenmajerico smo prelili 100 mL pufra TBE in dodali 1,5 g agaroze, rob do 
katerega je segal TBE smo označili z alkoholnim pisalom, 
2. erlenmajerico smo segrevali v mikrovalovni pečici, dokler se ni raztopila vsa 
agaroza, 
3. dolili smo TBE do označbe, ki smo jo napravili pred segrevanjem, tako smo 
nadomestili vodo, ki je izhlapela med segrevanjem, 
4. erlenmajerico smo ohladili do 40 °C in dodali 5 µl raztopine etidijevega bromida, 
5. agarozni gel smo prelili v stojalo za gelsko elektroforezo, vanj položili glavniček 
in počakali, da se strdi, 
6.  pripravili smo lestvico DNA z nanašalnim pufrom in sicer smo 2 µl lestvice 
dodali 3 µl vode za injiciranje, 
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7. pripravili smo vzorce s cDNA in sicer smo 1 µl vzorca cDNA dodali 1 µl 
nanašalnega pufra in 3 µl vode za injiciranje, 
8. lestvico in vzorce smo prenesli na strjen agarozni gel, 
9.  agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli pri napetosti 100 V, 
10.  agarozni gel smo fotografirali s pod UV-lučjo. 
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4 Rezultati 
4.1 Proliferacija celic 
Proliferacijski test smo izvajali hkrati v treh ponovitvah in pri analizi upoštevali 
povprečno število celic. Ugotovili smo, da je bila proliferacija celic U2OS nekoliko 
hitrejša v primerjavi s celicami Huh7. Število celic po 100 urah rasti je bilo sicer pri obeh 
celičnih linijah enako, vendar smo predvidevali, da je to posledica popolne preraščenosti 
podlage, ki je celicam onemogočila nadaljnjo rast. Opazili smo tudi, da je rast celic kmalu 
po nasaditvi počasnejša, kar je verjetno posledica delovanja tripsina in drugih stresnih 
dejavnikov, ki delujejo na celice med presaditvijo. Rezultate prikazuje slika 5, s katere je 
razvidno, da rast ni idealno eksponentna, se pa temu približa. 
 
Slika 5: Rastna krivulja celic Huh7 in U2OS. Modra krivulja prikazuje rast celic Huh7, 
oranžna pa rast celic U2OS. Zelena črtkana krivulja prikazuje teoretično eksponentno rast med 
časovnima točkama 0 ur in 100 ur. 
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4.2 Vpliv lipidov in holesterola na metabolično aktivnost celic 
Metabolična aktivnost celic je širok pojem, ki ga lahko spremljamo na različne načine. 
Ena od možnosti je meritev sprememb, ki jih povzroča vršenje elektronske dihalne verige 
v celicah. Bolj aktivna celica bo ta proces vršila bolj aktivno, kar lahko merimo s testom 
AlamarBlue. Merili smo, kako na metabolično aktivnost vplivajo HDL, LDL in 
holesterol. 
 Obremenitev celične linije U2OS z lipidi in holesterolom 
 
Slika 6: Vpliv HDL, LDL in holesterola na metabolično aktivnost celične linije U2OS. 
Holesterol v primerjavi s HDL in LDL povzroča večje odstopanje od kontrole. Poskus smo 
izvajali v treh bioloških ponovitvah. Relativne vrednosti izhajajo iz analize podatkov, 
pridobljenih v poskusu. 
 
S slike 6 je razvidno, da holesterol poveča metabolično aktivnost celic že po dvajsetih 
urah, odstopanje od neobremenjenih celic pa se s časom povečuje. HDL in LDL znotraj 
72 ur nista pokazala izrazitega vpliva na metabolično aktivnost. 
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 Obremenitev celične linije Huh7 z lipidi in holesterolom 
 
Slika 7: Vpliv HDL, LDL in holesterola na metabolično aktivnost celične linije Huh7. 
Holesterol v primerjavi s HDL in LDL povzroča večje odstopanje od kontrole. HDL in LDL 
imata podoben vpliv na metabolizem celic. Poskus smo izvajali v treh bioloških ponovitvah. 
Relativne vrednosti izhajajo iz analize podatkov, pridobljenih v poskusu. 
 
S slike 7 je razvidno, da holesterol poveča metabolično aktivnost celic že kmalu po 
obremenitvi in sicer po 16 urah. HDL in LDL znotraj 72 h tudi tokrat nista pokazala 
izrazitega vpliva na metabolično aktivnost, sta pa povzročila podobno odstopanje.  
4.3 Izražanje cirkadianih genov v celicah 
 Analiza prileganja začetnih oligonukleotidov 
Rezultati analize začetnih oligonukleotidov z RT-qPCR 
Kako dobro se na zaporedje prilega začetni oligonukleotid nam posredno pove smerni 
koeficient premice (k), ki povezuje točke izhodnih ciklov RT-qPCR pri logaritmih 
različnih redčitev vzorca. Prileganje oziroma učinkovitost prileganja namreč izračunamo 
z naslednjo enačbo: 
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Na sliki 8 lahko vidimo učinkovitost prileganja uporabljenih začetnih oligonukleotidov 
na cirkadiane gene. Učinkovitosti prileganja vseh začetnih oligonukleotidov so zbrane v 
tabeli 13. 
 
  
 
   
y = -3,2682x + 21,505
R² = 0,9566
21,00
22,00
23,00
24,00
25,00
-1,00 -0,50 0,00
β-AKTIN (učinkovitost = 2.02)
y = -3,8335x + 28,429
R² = 0,8086
28,00
29,00
30,00
31,00
32,00
33,00
-1,00 -0,50 0,00
CLOCK (učinkovitost = 1.82)
y = -3,3801x + 32,745
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BMAL1 (učinkovitost = 1.98)
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PER1 (učinkovitost = 1.92)
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Slika 8: Učinkovitost prileganja začetnih oligonukleotidov na cirkadiane gene. Na y osi je 
prikazan povprečni izhodni cikel vzorca na RT-qPCR, na x osi je prikazan logaritem redčitve 
vzorca, ki smo ga merili z RT-qPCR. 
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Tabela 13: Učinkovitost prileganja začetnih oligonukleotidov na cirkadiane gene. 
Gen Učinkovitost  Gen Učinkovitost 
β-AKTIN 2.02  PER2 2.17 
CLOCK 1.82  PER3 2.23 
BMAL1 1.98  REVERBα 2.35 
CRY1 1.74  REVERBβ 1.78 
CRY2 2.37  RORα 1.86 
PER1 1.92  RORβ 2.04 
 
Zelo dobro prileganje pomeni prileganje večje od 1,8. Tudi prileganje nad 1,7 je dovolj 
dobro, da so začetni oligonukleotidi uporabni za eksperimente. Tovrsten izračun z RT-
qPCR pa je lahko lažno pozitiven, oziroma dovolj visoka vrednost še ne pomeni, da je 
začetni oligonukleotid ustrezen. Včasih se namreč izkaže, da se oligonukleotid prilega na 
dve različni mesti, kar pokažejo talilni vrhovi krivulj. Dober oligonukleotid ima samo en, 
ozek vrh talilne krivulje, nekoliko slabše prileganje pomeni širši vrh, prileganje na dve 
mesti pa dva vrhova. Kadar opazimo dva vrhova je začetni oligonukleotid, oziroma par 
oligonukleotidov neuporaben. Za takega se je v našem primeru izkazal par, ki se prilega 
na gen RORβ (slika 9). Gena RORβ v analizah iz tega razloga nismo upoštevali.  
 
 
Slika 9: Prileganje začetnih oligonukleotidov na gen RORβ. Prikazana je talilna krivulja 
začetnih oligonukleotidov, ki so se prilegali na gen RORβ. Ker vidimo dva vrha sklepamo, da 
sta se oligonukleotida prilegala na dve različni mesti. Os X predstavlja čas poteka reakcije, os Y 
pa kvocient negativnega odvoda fluorescence in odvoda časa. Rezultati so bili pridobljeni z 
metodo RT-qPCR. 
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Zanimivo je, da je do podobne težave prišlo tudi pri genu PER3, vendar zgolj pri 
prileganju na genom celične linije Huh7, medtem ko je bilo prileganje na linijo U2OS 
ustrezno (slika 10). Ta rezultat kaže, da ima linija Huh7 še nekje v genomu podobno 
zaporedje, kamor so se oligonukleotidi vezali, medtem ko takega mesta v genomu U2OS 
ni. 
 
 
Slika 10: Prileganje začetnih oligonukleotidov na gen PER3. Slika a. prikazuje prileganje 
začetnih oligonukleotidov na celično linijo U2OS, fotografija b. pa na celično linijo Huh7. Na 
sliki a. vidimo en vrh, kar pomeni, da se začetna oligonukleotida prilegata na eno mesto genoma 
celic U2OS, medtem ko sta mesti prileganja v celicah Huh7 dve. Os X predstavlja čas poteka 
reakcije, os Y pa kvocient negativnega odvoda fluorescence in odvoda časa. Rezultati so bili 
pridobljeni z metodo metode RT-qPCR. 
 
Agarozna gelska elektroforeza vzorcev pridobljenih z RT-qPCR 
V redkih primerih se lahko začetni oligonukleotid prilega na dve mesti, vseeno pa 
produkti kažejo identično talilno krivuljo, zaradi česar jih ne bi opazili niti pri analizi RT-
qPCR, niti pri anomalijah v talilnih vrhovih. Da bi tudi to možnost popolnoma ovrgli, 
smo produkte RT-qPCR preverili še na agarozni gelski elektroforezi. V tem primeru nas 
ni zanimala velikost produkta, pomembno je bilo le, da je pri reakciji RT-qPCR nastal 
zgolj en produkt, torej bi moral biti tudi na agaroznem gelu viden zgolj en produkt. Na 
sliki 11 vidimo lise produktov, nastale pri reakciji RT-qPCR celične linije Huh7, na sliki 
12 pa lise celične linije U2OS.  
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Slika 11: Agarozna gelska elektroforeza produktov RT-qPCR celične linije Huh7. Slika 
prikazuje lise produktov RT-qPCR, pri čemer posamezni trakovi predstavljajo posamezne 
cirkadiane transkripte. Razen pri genu PER3 vidimo, da je pri reakciji nastal po en produkt. 
 
Na sliki 11 vidimo, da sta bila vzorca CRY2 in PER2 nekoliko nečista. Glede na to, da ta 
vzorca pri RT-qPCR nista kazala anomalij predvidevamo, da je do kontaminacije prišlo 
pozneje. Vsekakor lahko jasno vidimo, da je v obeh primerih prisoten le en produkt, torej 
so bili pari začetnih oligonukleotidov ustrezni. Pri oligonukleotidih gena PER3 vidimo, 
da smo dobili dva približno enako pogosta produkta, kar pomeni, da so oligonukleotidi 
za uporabo pri celični liniji Huh7 neustrezni, enako smo sicer pokazali že s talilnimi 
krivuljami (slika 10). 
 
 
Slika 12: Agarozna gelska elektroforeza produktov RT-qPCR celične linije U2OS. Slika 
prikazuje lise produktov RT-qPCR, pri čemer posamezni trakovi predstavljajo posamezne 
cirkadiane transkripte. Pri vseh treh reakcijah je nastal en produkt. 
 
Pri celični liniji U2OS smo preverili zgolj referenčni gen β-aktin in gena glavne 
cirkadiane ure CLOCK in BMAL1. To smo storili, ker smo s to linijo opravili že več 
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uspešnih poskusov in smo zanjo tudi načrtovali začetne oligonukleotide, zato smo vedeli, 
da so oligonukleotidi ustrezni. To je razvidno tudi s slike agaroznega gela (slika 12). 
 Izražanje cirkadianih genov v celičnih linijah 
Analiza rezultatov RT-qPCR se prične z normalizacijo, ki jo izpeljemo z uporabo 
referenčnega gena. V našem primeru smo izbrali β-AKTIN, ki se v obeh celičnih linijah 
izraža konstantno in kljub obremenitvam ne bi smelo priti do spreminjanja njegovih 
koncentracij. Predstavlja torej ničelno stanje, ki ni odvisno od zunanjih dejavnikov. Če 
od vsake eksperimentalne vrednosti odštejemo referenčno vrednost pridobimo rezultate, 
ki jih lahko primerjamo med sabo, tudi če smo poskuse izvajali ločeno ali v različnih 
pogojih, še več, primerjamo lahko celo različne celične linije.  
Cirkadiani geni v celičnih linijah U2OS in U2OS BMAL1-dluc 
Celično linijo U2OS BMAL1-dluc smo pridobili že pripravljeno s stabilno vključenim 
plazmidom, ki vsebuje promotor BMAL1 in zapis za d-luciferazo. Predvidevamo, da so v 
laboratoriju, kjer so jo pripravili, izbrali najboljšo kolonijo, ki je dala najboljši signal, 
hkrati pa ni bila močno prizadeta zaradi vključitve plazmida. Slika 13 prikazuje razlike v 
izražanju cirkadianih genov med nativno in transficirano linijo. 
 
Slika 13: Primerjava izražanja cirkadianih genov celičnih linij U2OS in U2OS BMAL1-
dluc. Zvezdica (*) predstavlja statistično značilno odstopanje celične linije U2OS BMAL1-dluc, 
po testu Two way ANOVA s parametrom p < 0,05, glede na kontrolo – to je nativna celična 
linija U2OS. 
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Geni, ki se med celičnima linijama statistično značilno različno izražajo so BMAL1, 
PER1, PER2, PER3, REVERBβ in RORα (slika 13). Tudi pri ostalih genih so na sliki 
jasno vidne razlike, ki pa niso statistično značilne. Razlike kažejo, da vključitev plazmida 
povzroči spremembe v izražanju cirkadianih genov in sicer pogosteje pride do zmanjšanja 
izražanja. Glede na to, da proliferacija in vitalnost celic nista bili spremenjeni sklepamo, 
da spremembe za celico niso škodljive. 
Cirkadiani geni v celičnih linijah Huh7, Huh7 Per2-dluc mix in Huh7 Per2-
dluc 
Pri celični liniji Huh7 smo primerjali vse tri linije, nativno (Huh7), mešanico 
transficiranih celic (Huh7 Per2-dluc mix) in stabilno transficirano (Huh7 Per2-dluc). Ko 
smo celice Huh7 transficirali in jih izpostavili selekcijskemu pritisku higromicina B smo 
namreč pridobili celice z vgrajenim plazmidom, vendar na različnih mestih, torej smo 
dobili mešanico transficiranih celic (mix). Na mešanici celic smo nato izvedli postopek 
subkloniranja, v katerem smo iz ene same celice pripravili kolonijo identičnih celic, torej 
čisto linijo Huh7 Per2-dluc. Rezultati izražanja cirkadianih genov v različnih celičnih 
kulturah so prikazani na sliki 14.  
 
Slika 14: Primerjava izražanja cirkadianih genov celičnih linij Huh7, Huh7 Per2-dluc mix 
in Huh7 Per2-dluc. Zvezdica (*) predstavlja statistično značilno odstopanje transficiranih 
celičnih linij, po testu Two way ANOVA s parametrom p < 0,05, glede na kontrolo – to je 
nativna celična linija Huh7. Lojtra (#) predstavlja statistično značilno odstopanje celične linije 
Huh7 Per2-dluc, po testu Two way ANOVA s parametrom p < 0,05, glede na celično linijo 
Huh7 Per2-dluc mix. 
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Geni, ki se v celičnih linijah Huh7 in Huh7 Per2-dluc mix statistično značilno različno 
izražajo so CRY1, CRY2, PER1, PER2, REVERBα, REVERBβ in RORα. Primerjava linije 
Huh7 in Huh7 Per2-dluc pa je pokazala statistično značilne razlike pri genih CRY1, 
CRY2, PER1, PER2, REVERBβ in RORα. Opazovali smo tudi, če se statistično značilno 
razlikujeta mešanica celic in čista transficirana celična linija. Statistično značilne razlike 
med njima smo opazili pri izražanju genov CRY1, CRY2, PER1, PER2 in REVERBα. 
Vidimo torej, da vsaka skupina celic večino genov izraža različno. Zanimivo je, da je 
mešanica transficiranih celic bolj podobna nativnim celicam Huh7, v primerjavi s stabilno 
transficirano, čisto linijo Huh7 Per2-dluc. Glede na to, da celična linija Huh7 Per2-dluc 
vse cirkadiane gene izraža nižje kot nativna linija in tudi nižje kot mešanica transficiranih 
celic (z izjemo REVERBβ in RORα, kjer razlika ni statistično značilna) lahko 
predvidevamo, da stabilna vključitev plazmida v genom izolirane čiste celične linije ni 
bila idealna. Po drugi strani je mešanica celic heterogena skupina, ki jo sestavljajo 
genetsko zelo različne celice, nekatere pa so morda celo brez plazmida. Zato je 
pravzaprav pričakovano, da je nativni liniji bolj podobna mešanica celic, kot čista linija 
transficiranih celic. 
 Optimizacija koncentracij lipidov in holesterola za obremenitve celičnih linij 
Določanje koncentracije lipidov in holesterola, ki smo jih uporabili, je bil pomemben 
korak, saj je zaradi omejitev potrebna optimalna poraba lipidov. Uporabili smo dve 
različni koncentraciji HDL (100 in 200 µg/ml), tri različne koncentracije LDL (100, 150 
in 200 µg/ml) in dve različni koncentraciji holesterola (200 in 300 µg/ml). Grafi na sliki 
15 prikazujejo vplive obremenitev na izražanje nekaterih cirkadianih genov, ki smo jih 
izbrali za predstavitev. Obremenitev smo testirali na celični liniji U2OS. 
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Slika 15: Vpliv različnih obremenitev na izražanje cirkadianih genov v celični liniji U2OS. 
Slika prikazuje vpliv obremenitve z lipidi in holesterolom na izražanje cirkadianih genov 
CLOCK, CRY1, CRY2 in PER3. 
 
Optimizacija je pokazala, da spreminjanje koncentracije lipidov in holesterola na 
izražanje genov ne vpliva bistveno. Vidimo namreč, da so različne koncentracije istega 
reagenta povzročile podobne spremembe. HDL je praviloma povzročal le manjša 
odstopanja od kontrole, pri čemer je prišlo do odstopanj v obe smeri. LDL je povzročal 
nekoliko večja odstopanja in sicer vedno v smeri zmanjšanja izražanja genov. Holesterol 
pa je vedno povzročil visoko povečanje izražanja genov, kar je v neskladju s pričakovanji 
in se prav tako ne ujema z našimi ostalimi rezultati. Rezultati kažejo celo, da ima večja 
koncentracija manjši vpliv na izražanje genov, kar je nepričakovano. 
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Na podlagi rezultatov smo se odločili, da bomo uporabili naslednje koncentracije 
reagentov: 
- 150 µg/ml HDL, saj bi bila poraba pri 200 µg/ml previsoka, hkrati pa učinek pri 
100 µg/ml premajhen, 
- 150 µg/ml LDL iz istega razloga kot pri HDL, 
- 300 µg/ml holesterola. 
 Obremenitev celičnih linij z lipidi in holesterolom  
Celični liniji U2OS in Huh7 smo obremenili s HDL, LDL in holesterolom, meritve smo 
izvajali v natančno določenih časovnih točkah. Pri liniji U2OS smo meritve opravljali na 
4 ure v obdobju 24 ur, pri liniji Huh7 pa na 8 ur v obdobju 48 ur. Idealno bi sicer bilo, da 
bi meritve opravljali vsako uro, vendar nam okoliščine tega niso omogočale. Prav tako bi 
bilo meritve bolje opravljati več kot 24 (pri U2OS), oziroma več kot 48 ur (Huh7), da bi 
izmerili več ciklov. 
Vzorec nihanja izbranih cirkadianih genov bi se moral v idealnem primeru ponavljati v 
ciklih, dolgih približno 24 ur. Pričakovali smo, da bodo HDL, LDL in holesterol vplivali 
na cirkadiani ritem in sicer preko zamikanja faz, amplitud, pa tudi spremenjenih ciklov 
(podaljšanja ali skrajšanja ciklov). V primerjavi z linijo Huh7 smo pri liniji U2OS 
pričakovali manjše vplive, saj celice U2OS ne vršijo izrazitega lipidnega metabolizma. 
Obremenitev celične linije U2OS 
Sliki 16 in 17 prikazujeta vplive različnih obremenitev na izražanje posameznih 
cirkadianih genov. Slika 16 prikazuje dejanske meritve, ki smo jih opravili, slika 17 pa 
prikazuje celokupno mRNA, ki je seštevek mRNA v vseh meritvah. Ta podatek je 
pomemben, saj zamik faze še ne pomeni nizkega izražanja. Sešteli smo tiste meritve, ki 
smo jih izmerili pri vseh obremenitvah (izpustili smo časovno točko 8 h, kjer ni podatka 
o meritvi kontrole in časovni točki 20 h in 24 h, kjer ni podatka o meritvi obremenitve s 
holesterolom). Razlog za odsotnost meritev so težave pri izolaciji RNA iz celične kulture. 
Zvezdica (*) predstavlja statistično značilno razliko vzorca glede na kontrolo – to je 
nativna celična linija U2OS, uporabili smo statistični test Two way ANOVA s parametrom 
p < 0,05. 
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Slika 16: Vpliv obremenitev na izražanje cirkadianih genov v celični liniji U2OS. 
Čas (ure) 
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Slika 17: Vsota cirkadiane mRNA vseh meritev po obremenitvi celične linije U2OS. Grafi 
prikazujejo celokupno izraženo mRNA, za posamezne cirkadiane gene, ob posamezni 
obremenitvi. 
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Pri poskusu z obremenitvijo U2OS smo imeli nekaj težav, zaradi katerih smo izgubili 
meritve v določenih časovnih točkah. Zaradi majhnega števila časovnih točk težko 
govorimo o zamikih faz in o amplitudah, saj ne moramo biti popolnoma prepričani, kje 
je vrh krivulje (te podatke smo pridobili z meritvami na aparaturi LumiCycle), lahko pa 
opazujemo trende. Za meritev smo izbrali 24 urni cikel, saj je celična linija U2OS idealni 
model, s ciklom 24 ur. Opazno je, da je HDL najmanj vplival na cirkadiano izražanje, 
medtem ko sta LDL in holesterol povzročila večje odklone.  
Še enkrat bi poudarili, da v celični liniji U2OS ne poteka veliko lipidnega metabolizma, 
zato pri njej, v nasprotju s celično linijo Huh7, nismo pričakovali velikih sprememb zaradi 
dodatka HDL, LDL ali holesterola. 
Obremenitev celične linije Huh7 
Rezultati obremenitev celične linije Huh7 so prikazani na slikah 18 in 19. Način prikaza 
je enak kot pri celični liniji U2OS. Zvezdica (*) predstavlja statistično značilno razliko 
vzorca glede na kontrolo – to je nativna celična linija Huh7, uporabili smo statistični test 
Two way ANOVA s parametrom p < 0,05. 
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Slika 18: Vpliv obremenitev na izražanje cirkadianih genov v celični liniji Huh7.  
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
58 
 
 
Slika 19: Vsota cirkadiane mRNA vseh meritev po obremenitvi celične linije Huh7. Grafi 
prikazujejo celokupno izraženo mRNA, za posamezne cirkadiane gene, ob posamezni 
obremenitvi. 
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Celična linija Huh7 je znana po izrazitem lipidnem metabolizmu, kar smo pokazali tudi 
z našim poskusom. Izbrali smo 48 urni cikel vzorčenja, saj smo z uporabo aparature 
LumiCycle ugotovili, da naš klon Huh7 Per2-dluc za en cikel potrebuje toliko časa (slika 
28). V splošnem lahko iz grafov na sliki 18 razberemo očiten trend, HDL je povzročil 
zamik faze v levo, torej je izražanje vrh doseglo hitreje, kot v neobremenjeni liniji. Tako 
LDL, kot holesterol pa sta povzročila izrazito znižanje izražanja v prvih 36 urah, ki se 
giba celo blizu ničle, pri 48 urah pa smo izmerili nekoliko višje koncentracije cirkadianih 
mRNA. 
4.4 Priprava celične linije Huh7 Per2-dluc 
Zaradi izvajanja meritev z aparaturo LumiCycle smo morali pripraviti celično linijo, 
stabilno transficirano s plazmidom Per2-dluc. Zaradi preobsežnosti naloge priprave linije 
nismo natančno opisali, kljub temu pa v tem poglavju osvetljujemo nekatere dele procesa, 
ki smo ga izvajali. Prvi korak je bil ugotovitev idealane koncentracije antibiotika za 
selekcijo uspešno transficiranih klonov. Sledila je optimizacija transfekcije in izbira 
ustreznega reagenta (ni prikazano). Preverili smo več različnih protokolov, izbrali pa smo 
reagent PolyJet, transfekcijo smo izvajali po protokolu za težko transficibilne celične 
linije (PolyJet In Vitro DNA Transfection Reagent An Advanced Protocol for 
Transfecting Hard to Transfect Cells; protokol je na spletni strani proizvajalca 
SignaGen89). Transfekcijo smo izvedli v dveh ponovitvah in vsako mešano kulturo celic 
(mix) obravnavali ločeno (slika 21). Na izbrani mešanici smo nato izvajali subkloniranje, 
ki je priprava genetsko identične celične linije iz ene same celice, rezultati so prikazani 
na sliki 22. Tako pridobljeno celično linijo smo uporabili za nadaljnje eksperimente. 
 Izbira koncentracije antibiotika higromicina B 
Slika 20 prikazuje, kako se je povprečna preraščenost površine vdolbinice s celicami 
Huh7 dnevno spreminjala, glede na koncentracijo dodanega antibiotika higromicina B. 
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
60 
 
 
Slika 20: Spreminjanje preraščenosti vdolbinice s celicami Huh7 v odvisnosti od 
koncentracije antibiotika. Odsotnost antibiotika je celicam omogočala neomejeno rast, 
medtem ko so različne koncentracije antibiotika smrt celic povzročale različno hitro. Najboljša 
koncentracija, ki smo jo tudi izbrali, je 200 µg/ml. 
 
Iskali smo najmanjšo koncentracijo, ki v izbranem času povzroči smrt vseh celic. Meritve 
smo izvajali devet dni in opazovali, kako se spreminja preraščenost vdolbinic. Kot 
kontrolo smo uporabili vdolbinico s celicami in brez dodanega higromicina B. S slike 20 
je razvidno, da je taka vdolbinica po sedmih dneh dosegla popolno preraščenost. 
Koncentracija 50 µg/ml v devetih dneh ni povzročila smrti vseh celic, zato za nas ni bila 
uporabna. Koncentracije od vključno 300 µg/ml dalje so povzročile zelo hitro umiranje 
celic, zato bi z uporabo takih koncentracij tvegali, da bi po transfekciji umrle tudi 
transficirane celice, ki so v času po transfekciji prizadete in oslabljene zaradi agresivnih 
reagentov in zato bolj občutljive. Kljub temu, da bi na podlagi rezultatov lahko uporabili 
tudi koncentracijo 100 µg/ml se zanjo nismo odločili, saj je tudi predolga izpostavljenost 
visokim koncentracijam antibiotika, ki bi bila potrebna v primeru uporabe nižje 
koncentracije antibiotika, škodljiva in lahko vpliva na celice. Odločili smo se, da bo za 
relativno hitro, hkrati pa ne preveč agresivno selekcijo, optimalna koncentracija 
higromicina B enaka 200 µg/ml. 
 Transfekcija celične linije Huh7 
Na podlagi rezultatov učinkovitosti transfekcije, pridobljenih s prehodno transfekcijo 
celic s plazmidom, ki je vseboval GFP, smo stabilno transfekcijo celične linije Huh7 
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Per2-dluc opravili z uporabo reagenta PolyJet, po protokolu, ki je namenjen težko 
transfecibilnim celičnim kulturam.  
Transfekcijo smo izvajali v dveh ponovitvah. Poleg zapisa za Per2-dluc je plazmid nosil 
zapis za odpornost na higromicin B, ki omogoča selekcijo klonov, pri katerih je prišlo do 
uspešne in stabilne vključitve. Uspešnost transfekcije smo kasneje preverjali tudi z 
aparaturo LumiCycle, ki je pokazala, da so celice obeh vzporednih transfekcij (A in B) 
svetile (slika 21). 
 
 
Slika 21: Svetilnost mešanih kultur celic Huh7 Per2-dluc. Huh7 so kontrolne, netransficirane 
celice. Krivulji Mix A in Mix B predstavljata dve ločeni transfekciji, iz dveh vdolbinic, ki smo 
jih opravili hkrati. Vidimo, da so celice Mix B svetile bolj ponovljivo, kot celice Mix A. 
 
Na sliki 21 lahko vidimo, da je bila transfekcija uspešna, saj kontrolne celice Huh7 
(modra krivulja), ki niso bile transficirane, ne svetijo, niti ne opazimo sinhronizacijske 
krivulje. Sivi in rumeni krivulji predstavljata po dve tehnični ponovitvi celic iste 
transfekcije in istih reakcijskih pogojih. Vrednosti luminiscence/s med 100 in 300 niso 
visoke, prav tako pri celicah Mix A vidimo, da se posamezni ponovitvi nekoliko 
razlikujeta. Nizke vrednosti so pričakovane, saj smo merili luminiscenco mešanice celic, 
v katere se je plazmid vključil različno, nekatere morda sploh niso svetile, temveč so 
vgradile samo gen za odpornost. Iz teh razlogov je mešanica heterogena kultura, na kateri 
ne moremo izvajati ponovljivih poskusov. Ker je Mix B izkazal boljšo ponovljivost in je 
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svetil bolje, smo se odločili, da subkloniranje, ozirom pripravo čiste celične linije, 
pripravimo iz te mešanice. 
 Priprava čiste celične linije Huh7 Per2-dluc 
Da bi pridobili homogeno celično linijo smo celice precepili tako redko, da je bila v 
dovoljšnem številu vdolbinic v začetku zgolj ena celica. Kjer nam je to uspelo, smo za 
celico skrbeli tako, da smo iz ene same pridobili kolonijo, ki je bila genetsko identična. 
Tako smo pridobili celično linijo, ki je ob meritvi z aparaturo LumiCycle svetila z 
drugačnimi lastnostmi, kot mešanica celic (slika 22). 
 
 
Slika 22: Primerjava luminiscence mešanice celic in čiste linije transficiranih celic. Huh7 so 
kontrolne, netransficirane celice, prikazuje jih oranžna krivulja, sivi krivulji predstavljata 
mešanico celic, modri pa čisto linijo Huh7 Per2-dluc. Vidno je, da čista linija sveti močneje od 
mešanice celic in da je njen cikel krajši. 
 
Na sliki 22 vidimo, da je čista linija Huh7 Per2-dluc je svetila močneje kot mešanica 
celic, prav tako je bila njena perioda krajša. Perioda je še vedno relativno dolga, oziroma 
bistveno daljša od 24 ur, ki bi si jih idealno želeli. S tem poskusom smo potrdili, da smo 
uspeli iz ene same uspešno transficirane celice pridobiti stabilno transficirano celično 
linijo, ki je genetsko identična. To lahko trdimo zato, ker smo od transfekcije do meritve 
izvedli več kot 10 tripsinizacij in precepljanj celic.  
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4.5 Merjenje cirkadianega obnašanja celic v realnem času 
 Uporabnost metode LumiCycle 
Kot rečeno, meritve pridobljene z aparaturo LumiCycle predstavljajo izreden napredek v 
spremljanju sprememb v cirkadianem obnašanju celic. Celična linija U2OS BMAL1-dluc 
je dober model, saj se d-luciferaza dobro izraža in so nihanja zelo izrazita, prav tako ima 
skoraj popoln 24-urni cikel (slika 23). 
 
 
Slika 23: Luminiscenca celic U2OS BMAL1-dluc. Modra (prekriva jo oranžna) in oranžna 
krivulja predstavljata negativno kontrolo, to je netransficirano celično linijo U2OS, ki ne sveti. 
Siva in rumena črta predstavljata celice z vključenim zapisom za d-luciferazo pod vplivom 
promotorja BMAL1. 
 
Na sliki 23 je lepo vidno, da celice na obeh ploščicah svetijo ponovljivo, vidimo pa, da 
so vrhovi pri rumeni črti nekoliko nižji. To je posledica manjšega števila celic na ploščici 
ob začetku eksperimenta, manjše število celic pa oddaja nižji signal. Ker je bilo celic na 
ploščici, ki jo predstavlja siva črta več, so hitreje porabile hranila in reagente, ki so bili 
na voljo v gojišču, zato se je luminiscenca po 45 urah začela zmanjševati, imela vrh še 
pri približno 75 urah in je nato izginila, medtem ko je rumena krivulja nihala naprej 
(vidimo tudi vrhove pri približno 65 urah in 95 urah). 
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 Optimizacija koncentracije deksametazona in vpliv holesterola na 
cirkadianost 
V začetku raziskovalnega dela smo za sinhronizacijo celic U2OS BMAL1-dluc uporabljali 
1 µM deksametazon, vendar smo kasneje ugotovili, da tako visoka koncentracija močno 
poškoduje celice, luminiscenca je posledično bistveno nižja. Slika 24 prikazuje krivuljo 
luminiscence ob uporabi 1 µM deksametazona. 
 
 
Slika 24: Svetilnost celic U2OS BMAL1-dluc po sinhronizaciji z 1 µM deksametazonom. 
Visoka koncentracija deksametazona je za celice toksična in povzroča odmiranje celic, kar se 
kaže v nizkih vrednostih luminiscence. 
 
Vidimo, da so celice svetile z lepim ciklom 24 –ih ur, vendar je bil signal nizek, 
maksimum in minimum se razlikujeta za približno 600 enot (v primerjavi s sliko 23, kjer 
smo koncentracijo deksametazona zmanjšali, je tako nihanje izredno nizko). 
Luminiscenca celične linije Huh7 Per2-dluc, ki smo jo pripravili, je še bistveno nižja, 
zato smo se odločili za zmanjšanje koncentracije deksametazona. V eksperimentu smo 
preverili, katera od koncentracij bo ustreznejša in sicer smo izbirali med 100 nM in 200 
nM koncentracijo. Hkrati smo orientacijsko preverili še vpliv holesterola na nihanje. 
Rezultati so prikazani na sliki 25. 
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Slika 25: Optimizacija sinhronizacije in vpliv holesterola na nihanje v celični liniji Huh7 
Per2-dluc. S slike je razvidno, da 100 nM ali 200 nM koncentracija deksametazona (dex) na 
izražanje d-luciferaze ne vpliva bistveno, medtem ko dodatek holesterola v gojišče povzroči 
zmanjšanje amplitude in zamik faze v desno. 
 
Ugotovili smo, da so si sinhronizacijski vrhovi ob uporabi 100 nM ali 200 nM 
deksametazona zelo podobni. Tudi krivulji luminiscence celic se praktično ne razlikujeta. 
Ker je deksametazon agresiven reagent smo se odločili, da za vse sledeče poskuse 
uporabimo 100 nM koncentracijo. Vse slike grafov, prikazane v magistrski nalogi, z 
izjemo slik 24 in 25, prikazujejo luminiscenco celic sinhroniziranih s 100 nM 
koncentracijo deksametazona. Ugotovili smo, da se luminiscenca celične linije U2OS 
BMAL1-dluc v takih pogojih poveča za celo več kot petkrat (z 200 na preko 1000 enot). 
Vpliva 1 µM deksametazona na luminiscenco celične linije Huh7 Per2-dluc nismo 
preverjali. 
Na sliki vidimo tudi vpliv holesterola na luminiscenco. Amplituda se je zmanjšala, prišlo 
pa je tudi do zamika faze v desno. 
 Obremenitev celičnih linij z lipidi in holesterolom 
Celične linije smo za meritve z aparaturo LumiCycle pripravili na enak način, kot za RT-
qPCR. Tako bi torej pričakovali, da bodo rezultati primerljivi, oziroma da si bodo med 
seboj podobni. Meritve smo v tem primeru opravljali daljši čas, omejitev predstavlja 
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izraba gojišča, saj po določenem času v gojišču zmanjka hranil in ostalih potrebnih snovi, 
menjava gojišča pa med potekom meritve v aparaturi LumiCycle ni mogoča. 
Obremenitev celične linije U2OS BMAL1-dluc 
Slika 26 prikazuje obremenitve celične linije U2OS BMAL1-dluc. 
 
 
Slika 26: Vpliv obremenitev celične linije U2OS BMAL1-dluc na izražanje d-luciferaze 
pod promotorjem BMAL1. Holesterol je v primerjavi s kontrolo povzročil zmanjšanje 
izražanja d-luciferaze, HDL in LDL pa sta izražanje povečala. 
 
Eksperiment, prikazan na sliki 26, je vodil do več različnih ugotovitev. V skladu s 
pričakovanji je cikel linije U2OS BMAL1-dluc trajal približno 24 ur. Pri neobremenjenih 
celicah opazimo, da se je signal znotraj treh izmerjenih ciklov povečeval, kar kaže, da so 
celice med meritvijo še proliferirale. Dodatek HDL na cikel ni bistveno vplival, razen v 
zadnjem ciklu, kar je verjetno posledica primanjkljaja hranil. Amplituda se je nekoliko 
povečala, kar pomeni, da se je izražanje ojačalo, vendar pa razlika ni velika. Prav tako je 
prišlo do rahlega zamika faze v levo. LDL je povzročil zanimive spremembe. Cikel se je 
pretežno ohranil, amplituda pa se je močno povečala, prav tako je prišlo do zamika faze 
nekoliko v desno. To kaže, da LDL v celici povzroči določeno neravnovesje. V nasprotju 
z ostalimi krivuljami, se krivulji meritev LDL ne prilegata popolnoma. Dodatek 
holesterola je praktično ustavil izražanje d-luciferaze, saj je amplituda manjša od 300 
enot/s v primerjavi s kontrolo, ki ima amplitude preko 800 enot/s. 
-4000
-3000
-2000
-1000
0
1000
2000
3000
4000
5000
5 15 25 35 45 55
Lu
m
in
is
ce
n
ca
/s
Čas (ure)
U2OS Bmal-dluc U2OS Bmal-dluc + HDL
U2OS Bmal-dluc + LDL U2OS Bmal-dluc + CHO
Katja Malovrh  Magistrsko delo 
67 
 
Obremenitev celičnih linij Huh7 Per2-dluc mix in Huh7 Per2-dluc 
Da bi videli, kako se odzivi mešanice transficiranih celic Huh7 razlikujejo od čiste 
transficirane linije Huh7, smo se odločili, da izmerimo vplive na obe liniji. Obremenitev 
mešanice prikazuje slika 27, obremenitev čiste linije pa slika 28. 
 
 
Slika 27: Vpliv obremenitev celične linije Huh7 Per2-dluc mix na izražanje d-luciferaze 
pod promotorjem Per2. Obremenjene celice so se v primerjavi s kontrolnimi odzivale različno, 
vendar med seboj podobno. 
 
Na sliki 27 vidimo, da smo pri neobremenjeni liniji izmerili dva cikla, pri čemer je bil en 
dolg 46 ur, drugi pa zgolj 21 ur. Nobena od ostalih krivulj ne kaže podobnega nihanja, 
niti ne moremo pojasniti, zakaj je do tega prišlo. Sicer so si kontrolna krivulja in krivulje 
obremenitev po dolžini cikla podobne. Rezultati obremenitve mešane linije odstopajo od 
vseh ostalih rezultatov, kar je pričakovano, glede na to, da gre za heterogeno skupino 
celic, ki se lahko odzivajo različno, meritve pa so povprečna vrednost teh odzivov. 
Vidimo, da so HDL, LDL in holesterol na izražanje d-luciferaze vplivale zelo podobno 
in da ni prišlo do tipičnih sprememb, ki smo jih opazili pri transficirani liniji U2OS ali 
pri transficirani liniji Huh7. Vrednosti luminiscence so bile pri mešani kulturi nižje, kot 
pri ostalih transficiranih linijah. 
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Slika 28: Vpliv obremenitev celične linije Huh7 Per2-dluc na izražanje d-luciferaze pod 
promotorjem Per2. Holesterol je povzročil močno zmanjšanje izražanja d-luciferaze, prav tako 
je do zmanjšanja prišlo zaradi dodatka LDL. Obremenitev s HDL ni povzročila bistvenih 
sprememb. 
 
Vpliv obremenitev na izražanje d-luciferaze v čisti kulturi Huh7 Per2-dluc, ki smo ga 
izmerili z aparaturo LumiCycle, je v skladu z drugimi rezultati in je prikazan na sliki 28. 
Moč signala sicer tudi tu ni zelo visoka, vendar dovolj, da lahko zanesljivo trdimo, da je 
prišlo do sprememb v izražanju d-luciferaze. Do bistvenih sprememb v dolžini cikla ni 
prišlo, dolg je približno 48 ur. Sicer vidimo, da je neobremenjena linija po 65 urah pričela 
z novim ciklom, medtem ko je obremenjenim linijam verjetno zmanjkalo hranil, zato je 
signal začel upadati. Dodatek HDL je amplitudo ohranil približno enako, torej je bilo 
izražanje podobno kot pri kontroli, je pa faza zamaknjena nekoliko v levo, torej se je vrh 
izražanja zgodil prej. LDL je fazo ohranil podobno kontroli, je pa signal manjši, kar je v 
skladu s pričakovanji. Komaj merljiv signal svetilnosti so dale celice, tretirane s 
holesterolom, torej je holesterol skoraj utišal izražanje d-luciferaze. 
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5 Diskusija 
5.1 Holesterol poveča metabolično aktivnost celic, HDL in LDL povzročita 
le manjše spremembe 
V prvem delu smo proučevali, kako holesterol in lipoproteinska delca HDL in LDL 
vplivata na metabolično aktivnost izbranih celičnih linij. Tako pri celični liniji U2OS, kot 
tudi pri Huh7 smo pokazali, da HDL in LDL povzročita manjše povečanje metabolične 
aktivnosti, medtem ko holesterol povzroči večjo spremembo. To je pričakovano, saj sta 
HDL in LDL zgolj transportni strukturi, medtem ko se holesterol vključuje neposredno v 
delovanje celice na ravni gradnika membran in predhodnika drugih steroidov (poglavje 
1.6). 
Ugotovili smo, da HDL in LDL na metabolično aktivnost celic Huh7 in U2OS znotraj 72 
ur ne vplivata izrazito, medtem ko holesterol poveča metabolično aktivnost v obeh 
celičnih linijah (sliki 6 in 7). HDL, katerega glavna naloga je prevzemanje holesterola v 
celicah in njegov transport do jeter, bi lahko pri naših meritvah izkazoval nižje vrednosti 
kot dejansko so. HDL ima namreč antioksidativno aktivnosti, ki praviloma tarči lipide in 
apolipoproteine v LDL, lahko pa bi preprečeval oksidacijo resazurina in s tem navidezno 
zmanjševal aktivnost celic. Antioksidativno aktivnost lipoproteinu HDL omogočajo 
proteini paraoksonaze in trombocite-aktivirajoči faktor, acetil hidrolaza.72 Ta zaščitna 
vloga je pomembna predvsem v žilnih stenah, dokazana pa je tudi v β-celicah, ki jih ščiti 
pred poškodbami zaradi holesterola, stresa in vnetja, tesno je torej povezan tudi z diabetes 
mellitusom.90 Tudi LDL prehaja v celico, kamor dostavlja holesterol in druge snovi. To 
je lahko razlog za povečano metabolično aktivnost, saj je hranil za celico več. LDL ima 
lahko v določenih celičnih linijah celo hormonom podobne učinke.91 Morda bi večje 
učinke obremenitve s HDL in LDL opazili, če bi ju izvajali v kombinaciji z obremenitvijo 
s holesterolom. V tem primeru bi pričakovali pospešen metabolizem v prisotnosti LDL 
in upočasnjen metabolizem v prisotnosti HDL, glede na kontrolo, ki bi bila linija 
obremenjena zgolj s holesterolom. 
Glavne vloge holesterola so vezane na sintezo steroidnih hormonov, sintezo žolčnih kislin 
ter izgradnjo celičnih membran. Prekomerne količine holesterola v krvi so lahko 
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škodljive, saj povzročajo kardiovaskularne bolezni, visok krvni tlak in diabetes. 
Pomembno je torej stalno ravnotežje, ki je natančno uravnavano preko različnih poti. 
Obremenitev celičnih linij s holesterolom je povzročila pospešen metabolizem, tako pri 
celični liniji U2OS (slika 6), kot tudi pri liniji Huh7 (slika 7). Pri liniji U2OS smo 
odstopanje opazili 20 ur po začetku inkubacije, pri Huh7 pa je do večjega odstopanja 
prišlo že po 16 urah. Glede na to, da je Huh7 celična linija izolirana iz jeter, je to tudi 
pričakovano, saj vemo, da so jetra glavno mesto metabolizma holesterola. Holesterol je 
torej v teh celicah sodeloval v poteh sinteze steroidnih hormonov in žolčnih kislin 
(predvsem žolčnih kislin, saj steroidni hormoni nastajajo v spolnih žlezah). Gre za 
kompleksne sintezne poti, v katerih sodelujejo številni encimi, zato so procesi energijsko 
potratni. Celica mora torej pospešiti svoj metabolizem, posledično je bilo reducirajočih 
molekul več, kar smo lahko izmerili kot povečano stopnjo pretvorbe resazurina v 
resorufin. Poleg tega se pri celični delitvi holesterol vgrajuje tudi v membrane. Da bi 
humane celične linije neposredno uporabljale holesterol kot vir energije zaenkrat še ni 
bilo dokazano, so pa to uspešno pokazali pri bakteriji Mycobacterium tuberculosis. 
Slednja se je zaradi bivanja v s hranili pomanjkljivem okolju prilagodila tako, da kot vir 
ogljika lahko uporablja holesterol. To so pokazali z gojenjem bakterij v gojišču, ki je kot 
edini vir ogljika vsebovalo holesterol.92  
5.2 Stabilna transfekcija celične linije vpliva na izražanje cirkadianih genov 
Stabilna transfekcija celične linije ima veliko prednosti, ima pa tudi veliko šibko točko, 
to je naključna vključitev. Ta je težavna, saj ne moremo vplivati na to, kam v genom 
gostiteljice se bo vgradilo zaporedje izbranega plazmida. Z vgradnjo lahko povzroči 
premik bralnega okvirja, prav tako lahko pride do sprememb v izražanju določenega gena 
ali celo do prenehanja njegovega izražanja, pogosto pride do morfoloških sprememb 
celične linije. Če se vgradi na letalno mesto, bo celica apoptozirala. Izrednega pomena je 
torej, da se zaporedje vgradi v genom tako, da ne vpliva na funkcionalnost celic. Glede 
na to, da je izbrani plazmid vseboval vse potrebne dele za prepis in prevajanje že zapisane, 
bi bilo optimalno, da bi se vgradil v intronsko regijo, saj ne potrebuje dodatnih zapisov. 
Za stabilno vključitev morajo biti izpolnjeni tri pogoji: plazmid mora preiti čez celično 
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membrano v citosol in nato v jedro, se ustrezno preoblikovati ter se uspešno vključiti v 
genom. 
Po več poskusih smo uspeli pripraviti stabilno transficirano celično linijo, kar nam je 
omogočilo spremljanje luciferaznega poročevalca, d-luciferaze, uravnavanega s 
cirkadianim promotorjem Per2, v realnem času z meritvami na aparaturi LumiCycle. 
Sliki 13 in 14 prikazujeta razlike v izražanju genov cirkadiane ure v nativnih in 
transficiranih celičnih linijah. Gre za okvirno meritev, s katero smo se prepričali, da je 
izražanje izbranih genov tudi v transficirani celični liniji dovolj močno in merljivo. 
Poudariti je potrebno, da se izbrani geni zagotovo izražajo cirkadiano, torej je faza, v 
kateri smo celice inkubirali v trizolu, odločilna za koncentracije mRNA, ki smo jih 
izmerili. To sicer ni problem, saj smo vse celične linije sinhronizirali hkrati, torej so 
vzorci primerljivi, kljub temu, da je izmerjena koncentracija nizka. 
Celični liniji U2OS in U2OS BMAL1-dluc se statistično značilno razlikujeta v izražanju 
6 od 10 genov, celični liniji Huh7 in Huh7 Per2-dluc v 6 od 9 genov in celični liniji Huh7 
in Huh7 Per2-dluc mix v 7 od 9 genov. Izražanje genov v linijah Huh7 Per2-dluc in Huh7 
Per2-dluc mix se razlikuje v 5 od 9 genov. Kljub temu, da je statistično značilnih razlik 
med nativno linijo Huh7 in mešanico celic več, kot med nativno linijo in čisto 
transficirano linijo, lahko na sliki 14 vidimo, da je nativni liniji po vrednostih bolj 
podobna mešanica celic. To je smiselno, saj je mešanica heterogen vzorec, medtem ko je 
čista linija ustvarjena iz ene same, naključno izbrane celice. Če bi želeli pridobiti stabilno 
transficirano celično linijo, ki bi gene izražala bolj podobno nativni liniji, bi morali 
pripraviti več čistih stabilno transficiranih linij in na podlagi meritev izražanja izbrati 
idealno, kar je tehnično zelo zahtevno. Glede na to, da so bila podobna odstopanja 
prisotna tudi pri celičnih linijah U2OS in U2OS BMAL1-dluc lahko sklepamo, da se je 
razlikam nemogoče izogniti. 
Razlike med transficiranimi celičnimi linijami so torej vedno prisotne. Ali je to posledica 
naključne vključitve, ali pa neke druge spremembe, je nemogoče trditi z gotovostjo. Za 
to bi bilo potrebno sekvenciranje predelov genoma, da bi ugotovili, kje je vključitev 
potekla in kakšne posledice bi lahko imela. 
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5.3 HDL, LDL in holesterol vplivajo na izražanje cirkadianih genov 
Glede na to, da so jetra glavno mesto metabolizma lipidov in holesterola v človeškem 
telesu smo pričakovali, da bodo naše obremenitve v tej celični liniji povzročile večje 
spremembe v izražanju cirkadianih genov. Znano je namreč, da so jetra v različnih fazah 
dneva različno aktivna (poglavje 1.4.1), torej mora biti v njih prisotna organizacija, ki to 
omogoča. Na drugi strani ima celična linija U2OS močno izrazito cirkadiano uro, medtem 
ko lipidni ali holesterolni metabolizem v kostnem tkivu nista najpomembnejši 
metabolični poti. 
Naša raziskava je vpliv obremenitev proučevala preko meritev z RT-qPCR in z aparaturo 
LumiCycle. Meritve z RT-qPCR predstavljajo orientacijo oziroma splošni vtis o 
dogajanju v celicah, ko jih izpostavimo obremenitvam. Število izmerjenih točk je namreč 
premajhno, da bi lahko s statistično gotovostjo sklepali o amplitudah in fazah. Vsekakor 
pa lahko jasno vidimo trend, ki ga obremenitev povzroči. Bolj ustrezne so meritve z 
aparaturo LumiCycle, ki neprekinjeno spremlja luminiscenco celic. 
Rezultat meritev RT-qPCR pri jetrnih celicah Huh7 z gotovostjo kaže, da so celice dobro 
sinhronizirane in ritmične, ker geni centralne ure (BMAL1, CLOCK, CRY1, CRY2, PER1, 
PER2), kot tudi z retinojsko kislino povezani jedrni receptorji (REVERREVER, 
ROR, ki sestavljajo z metabolizmom povezane zanke, kažejo značilne 24-urne ritme 
(slika 18). Nepričakovano je, da imajo pri kontrolni celični liniji, na katero nismo 
učinkovali s holesterolom ali lipoproteini, vsi omenjeni geni vrh izražanja pri 24h in dva 
minimuma, pri 12 in 36 urah. To je presenetljivo, saj se v jetrnih celicah cirkadiano 
obnašanje aktivatorjev in zaviralcev razlikuje. Na primer gena Bmal1 in Per2 imata v 
jetrih miši skoraj obratno 24-urno fazo93, v naših RT-qPCR eksperimentih na celični liniji 
Huh7 pa tega nismo potrdili. Dejstvo, da imajo pri neobremenjeni celični liniji Huh7 vsi 
merjeni geni enako fazo izražanja, postavlja pod vprašaj tudi interpretacijo rezultatov na 
celicah, ki so bile tretirane s holesterolom in lipoproteini. Pri dodatku HDL opazimo 
premik faze v levo, z maksimumom izražanja genov pri 12 urah in minimumom pri 24 
urah. Pri obremenitvi s holesterolom in LDL se cirkadiani ritem izražanja genov v vseh 
primerih skoraj izniči, s tem, da je največja količina izražene mRNA ob koncu 
eksperimenta, pri 48 urah, v vseh drugih časovnih točkah pa je znatno nižja.  
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Ta začetni sklop rezultatov nakazuje, da holesterol in lipoproteini vplivajo na ritmično 
izražanje cirkadianih genov na modelni celični liniji raka jeter Huh7. Potrebne bodo 
nadaljnje raziskave, ki bodo potrdile ali ovrgle, da imajo vsi merjeni geni v celični liniji 
Huh7 dejansko enako fazo.  
Rezultati meritev RT-qPCR pri celicah osteosarkoma U2OS v posameznih časovnih 
točkah 24-urnega intervala kažejo na pomemben vpliv holesterola in lipoproteina LDL 
na cirkadiano izražanje merjenih genov (slika 16). Gre za začetno raziskavo, ki v 
prihodnosti potrebuje dodatne eksperimente. Celice U2OS so v biološkem smislu sicer 
manj primeren model za razlaganje cirkadianih dogodkov. Prednost te celične linije pa 
je, da je bila že pred časom pripravljena stabilna transfekcija luciferaznega poročevalca 
pod kontrolo promotorja BMAL1 in so te celice zato v široki uporabi za spremljanje 
cirkadianih dogodkov. 
Iz slike 16 lahko vidimo, da imajo vsi merjeni geni v kontrolni celični liniji nizko 
cirkadiano izražanje, oziroma izrazitega nihanja sploh ne opazimo. Dodatek holesterola 
pri večini merjenih genov povzroči vrh izražanja pri 12-ih urah. Dodatek HDL v večini 
primerov nima bistvenega vpliva. Dodatek LDL kaže najbolj raznolik vzorec, vendar bi 
za natančno interpretacijo potrebovali dodatne eksperimente. Učinek je lahko podoben 
holesterolu (BMAL1), lahko premakne fazo v levo (CLOCK, PER2, ROR), ali pa do 
učinka ne pride (PER1, REVERB).  
Ker z dosedanjimi eksperimenti rezultatov, kjer smo merili izražanje genov v posameznih 
časovnih točkah, nismo uspeli dovolj natančno ovrednotiti (sliki 16 in 18), smo se 
poslužili še izračuna izražanja merjenih genov preko celotnega časovnega intervala (sliki 
17 in 19) . Ti predstavljata celokupno izraženo mRNA znotraj 24-urnega obdobja meritev 
količine mRNA posameznih genov v posameznih točkah. Primerjava obeh celičnih linij 
jasno kaže, da holesterol in lipoproteini učinkujejo na izražanje merjenih genov pri obeh 
celičnih linijah, vendar je učinek odvisen od tipa celic. Medtem ko pri jetrnih celicah 
Huh7 holesterol in LDL v vseh primerih povzročita znižano izražanje genov centralne 
ure in genov, ki kodirajo receptorje REVERBβ ter RORα, je učinek na celice 
osteosarkoma obraten, saj dodatek holesterola in LDL poveča izražanje merjenih genov. 
Obremenitev s HDL je v obeh primerih manj značilen, pri nekaterih genih je podoben 
kontroli, oziroma povzroči povečanje izražanja (U2OS) ali zmanjšanje izražanja (Huh7).  
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Znižanje izražanja genov cirkadiane ure v jetrnih celicah lahko razložimo preko negativne 
povratne zanke holesterola. Dodani holesterol namreč zniža endogeno sintezo holesterola 
v celici. Med endogeno sintezo nastajajo številne druge biološko pomembne molekule, ki 
so bodisi sterolni intermediati ali pa predhodni izoprenoidi. Predpostavljamo lahko, da 
ena od endogenih molekul sinteze holesterola kontrolira izražanje genov cirkadiane ure. 
Ker te molekule primanjkuje, je tudi izražanje genov cirkadiane ure znižano. Predhodni 
rezultati naše raziskovalne skupine nakazujejo, da bi to lahko bili sterolni intermediati 
sinteze holesterola, ki učinkujejo preko jedrnega receptorja RORC, vendar direkten 
učinek na cirkadiano uro do sedaj še ni bil dokazan.94  
Ker so vse obremenitve celične linije U2OS povzročile povečano izražanje genov 
cirkadiane ure, predvsem dodatek holesterola in LDL, lahko sklepamo, da endogeni 
metabolizem v teh celicah ni zelo aktiven ali pa da povratna zanka holesterola ne deluje. 
Vsekakor lahko zaključimo, da je mehanizem učinka dodanega holesterola na gene 
centralne ure v obeh izbranih celičnih linijah drugačen, kar bodo razjasnile nadaljnje 
raziskave. Omeniti velja, da so spremembe v izražanju genov v liniji U2OS nizke, tako 
se celokupna mRNA v povprečju spreminja za nekje 30 %. Nekateri geni se že v 
neobremenjenih celicah izražajo zelo nizko, primer sta gena REVERBα in REVERBβ. 
Naslednji sklop eksperimentov, ki se ukvarja s spremljanjem cirkadianega obnašanja 
celic in vivo, smo izvedli z aparato LumiCycle. Rezultati potrjujejo našo hipotezo o 
pomenu endogene sinteze holesterola za izražanje genov centralne ure v celicah Huh7. S 
slike 28 je razvidno, da imajo transficirane neobremenjene celice lepo cirkadiano 
obnašanje, ki po dodatku holesterola usahne. Zanimivo je, da podoben učinek holesterola 
na cirkadiano obnašanje celic opazimo tudi pri U2OS (slika 26), česar na tej stopnji ne 
znamo razložiti. V skladu z meritvami izražanja genov z RT-qPCR pa je učinek 
lipoproteinskih delcev LDL. Pri jetrnih celicah Huh7 je LDL povzročil znižanje izražanja 
genov cirkadiane ure, kar se sklada z znižano amplitudo cirkadianega obnašanja celic 
(slika 28). Pri osteosarkomskih celicah U2OS je LDL povzročil povečano izražanje genov 
centralne ure, kar se sklada s povečano amplitudo cirkadianega obnašanja celic (slika 26).  
Učinek HDL je v obeh celičnih linijah najmanjši, oziroma je povzročil najmanjše 
odstopanje od kontrolne, neobremenjene linije. 
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Mešanica transficiranih celic (mix) na aparaturi LumiCycle ni potrdila rezultatov ostalih 
eksperimentov, kar je pričakovano glede na heterogenost in možnosti prisotnosti celic, ki 
ne luminiscirajo v skladu s pričakovanji (slika 27). Poskus smo izvedli zgolj 
informativno. Vsaka celica namreč odda svoj signal, aparatura pa signale sešteje in izriše 
krivuljo. Tako obstaja možnost, da sta bili v mešanici prisotni dve ali več kolonij celic, ki 
so oddajale povsem različne signale, kar bi lahko bil tudi razlog za prisotnost dveh vrhov, 
vidnih na sliki 27. 
Vpliv lipidnega metabolizma na cirkadiano nihanje je v zadnjem času pogosta tematika 
raziskav. Ena od njih je potrdila, da z maščobami bogata dieta vpliva na cirkadiana 
nihanja pri miši. In sicer so spremljali luminiscenco mišjega tkiva kontrolne miši in miši, 
ki je bila en teden na z maščobo bogati dieti (kot poročevalca so uporabili d-luciferazo).95 
Ugotovili so, da je prišlo do zamika faze v levo, kar je v skladu z našimi rezultati, če 
predvidevamo, da je dieta vsebovala tudi veliko holesterola. Spremenila se je tudi faza 
vranice, medtem ko pri SCN, hipofizi, pljučih, aorti in spolnih žlezah niso opazili 
sprememb. Glede na to, da SCN ni bil prizadet so zaključili, da pride do sprememb nekje 
nižje v sistemu, verjetno neposredno v perifernih urah.95 Pokazali so namreč, da postenje 
ne vpliva na centralno uro v SCN, medtem ko je spremenjen ritem hranjenja (to je nočno 
hranjenje) povzročil spremembe v njegovem v ritmu. To pomeni, da do sprememb pride 
nekje nižje v sistemu, verjetno neposredno v perifernih urah.96 
Znano je tudi, da nenormalne količine holesterola povzročajo motnje v delovanju celic, 
kar lahko povzroči razvoj metaboličnih boleznih in drugačnih zapletov. Glede na to, da 
so jetra pomemben organ v njegovi homeostazi je jasno, da bo njegovo neravnovesje 
težave najprej povzročilo tam.97 To se zgodi predvsem zaradi nepravilne diete, zaradi 
katere pride do sprememb v metabolizmu jeter, pa tudi črevesja, posledično pride do 
porasti koncentracije holesterola in lipoproteinov v plazmi. Znano je, da visoka vrednost 
maščob in holesterola v prehrani sinergistično vplivata na metabolizem jeter. To povzroči 
poslabšanje homeostaze holesterola, kar vodi v spremenjena regulatorna omrežja in 
izražanje transkripcijskih faktorjev, ki povzročijo spremembe v izražanju genov.97 
Holesterol v kombinaciji s HDL in LDL igra tudi vlogo v metastaziranju tumorskih celic. 
Akumulacija LDL in holesterola namreč pospešuje metastaziranje, medtem ko ga 
holesterol v kombinaciji s HDL zavira.98 
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Tudi druge raziskave so pokazale, da z maščobami bogata dieta vpliva na cirkadiano uro 
perifernih organov, na primer pri miših je pod določenimi pogoji prišlo do zamika vrha 
izražanja Reverbα, Bmal1, Cry1 in Per2 za kar štiri ure, vpliv pa naj bi imela tudi 
prisotnost/odsotnost svetlobe. Šlo je za raziskavo na živih miših, pri katerih so pokazali, 
da se koncentracija holesterola v krvi spreminja, medtem ko je koncentracija 
lipoproteinov približno konstantna. Ugotovili so, da spremembe v koncentraciji lipidov 
vplivajo na izražanje cirkadianih genov, predvsem preko Reverbα in nekaterih drugih 
dejavnikov.99 
Velja pa tudi obratna povezava – homeostaza lipidov je uravnavana cirkadiano, motnje v 
tej povezavi pa vodijo v dislipidemijo, jetrno steatozo in razvoj debelosti, kar so pokazali 
na mišjih modelih z mutacijami v genu Clock. Povečane vrednosti VLDL so izmerili pri 
miših z izbitim genom Reverbα, miši brez Bmal1 pa so izgubile nihanja v izražanju 
trigliceridov. Miši z izbitim Per2 so imele zmanjšano vrednost telesnih maščob, v plazmi 
pa manj trigliceridov in manj maščobnih kislin.100 
Pokazali so, da se kar 13 % humanih lipidov izraža cirkadiano, z vrhom približno 8 ur po 
začetku dneva (to je svetlobe). Podobna nihanja so opazili tudi pri podganah, pri miših se 
cirkadiano spreminjajo koncentracije 17 % lipidov, večinoma gre za trigliceride. Ti se v 
času, ko so živali aktivne akumulirajo v plazmi, v času počitka pa se shranijo v jetrih, kar 
je verjetno povezano s cikli hranjenja (po obroku se koncentracija trigliceridov v plazmi 
poveča, nato pa upade zaradi shranjevanja v jetrih). Na nihanja v koncentraciji 
trigliceridov pri miši izbitje gena Clock ni vplivalo, je pa vplivalo na čas, potreben za 
prenos trigliceridov iz plazme v jetra.100 Pokazali so tudi povezavo med CLOCK:BMAL1 
in receptorjem za LDL na prepisovalni ravni. Najprej so pri podganah pokazali, da se 
receptor za LDL izraža cirkadiano, kasneje pa so na humani celični liniji HepG2 (angl. 
human hepatocarcinoma cell) dokazali, da kompleks CLOCK:BMAL1 inducira 
prepisovanje gena za receptor LDL.101  
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6 Zaključek 
Jetrna celična linija Huh7 je primerna za raziskovanje vpliva lipidov na cirkadiano uro, 
saj v njej poteka izrazit lipidni metabolizem. Zaradi cirkadianih procesov, ki potekajo v 
jetrih, je linija primerna tudi za spremljanje cirkadianih genov. Osteosarkomska celična 
linija U2OS nima izrazitega lipidnega metabolizma, je pa dober model za raziskovanje 
cirkadiane ure, saj ima idealno dolge cikle, ki trajajo približno 24 ur. 
V raziskavi smo kot prvi uspeli pridobiti celično linijo jeter Huh7, ki stabilno izraža 
luciferazni poročevalec pod kontrolo promotorja Per2. Tako smo pripravili celični model, 
ki omogoča spremljanje cirkadianih dogodkov v celici, v realnem času. 
Izražanje genov cirkadiane ure v 24-urnem intervalu, zaenkrat ni dalo zaključnih 
rezultatov. Zaradi premajhnega števila meritev trenutno ne moremo pravilno ovrednotiti 
amplitud in faz za izražanje posameznih genov po obremenitvi celic s holesterolom in 
lipoproteinskimi delci HDL in LDL. Lahko govorimo zgolj o trendih, ki kažejo, da HDL 
na izražanje nima velikih vplivov, medtem ko LDL in holesterol povzročata očitne 
spremembe v izražanju cirkadianih genov. Najlažje pojasnimo spremembe v izražanju 
cirkadianih genov po dodatku holesterola. Medtem ko imajo jetrne celice izrazito razvito 
negativno povratno zanko holesterola, za kostne celice tega ne moremo trditi. Lahko 
predpostavljamo, da se po dodatku holesterola v gojišču jetrnim celicam zniža endogena 
sinteza holesterola, kar povzroči znižanje izražanja genov centralne ure, prek do sedaj 
nepojasnjenega intermediata sinteze holesterola. Na podlagi naših predhodnih študij 
predpostavljamo, da je eden od sterolnih intermediatov sinteze holesterola povezovalni 
člen s cirkadiano uro jetrnih celic. Razloga, zakaj bi holesterol in lipoproteini povečali 
izražanje genov cirkadiane ure, zaenkrat ne poznamo. Eksperimenti z aparaturo 
LumiCycle kažejo bolj jasne trende, predvsem v celicah raka jeter, Huh7, in sicer 
zmanjšano izražanje d-luciferaze pod promotorjem Per2, ob obremenitvah s holesterolom 
in LDL, med tem ko HDL ne povzroča bistvenih odstopanj. Za končno potrditev bi tudi 
v tem primeru potrebovali dodatne eksperimente. 
Pokazali smo tudi, da holesterol pospešuje metabolizem v celičnih linijah U2OS in Huh7, 
medtem ko HDL in LDL na metabolizem nista imela bistvenega vpliva. 
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Lahko zaključimo, da so lipidi in njihov metabolizem s cirkadiano uro tesno povezani. 
Naša raziskava kaže, da HDL na izražanje cirkadianih genov nima bistvenega vpliva, 
medtem ko sta LDL in holesterol v različnih poskusih povzročila podoben trend 
odstopanj.  
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